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AA / BAA Acrylamid / Bisacrylamid 
Ad auffüllen auf 
aU Arbitrary Unit (relative Maßeinheit, die individuell definiert wird) 
CBS Centraalbureau voor Schimmelcultures, Baarn (Niederlande) 
DSMZ Deutsche Sammlung für Mikroorganismen und Zellkulturen, 
Braunschweig 
FPLC Fast Protein Liquid Chromatography 
h Stunde 
HIC Hydrophobe Interaktionschromatografie 
HPLC Hochleistungsflüssigchromatografie 
IEX Ionenaustauschchromatografie 
kDa Kilodalton 
kU Kilounit 
min Minuten 
MU Megaunit 
MaU Mega arbitrary Unit 
MWCO “molecular weight cut off“ (Größenausschluss) 
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
RP-HPLC Umkehrphasen HPLC (reversed phase) 
SEC Größenausschlusschromatografie (size exclusion chromatography) 
ssp. Subspecies 
TOF-MS Time-of-flight mass spectrometry 
U Unit (µmol min-1) 
% (v/v) Volumenprozent 
% (w/v) Massenkonzentration 
Aminosäuren werden nach dem internationalen Ein- und Dreibuchstabencode 
abgekürzt.  
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Zusammenfassung 
Die enzymatische Hydrolyse von Weizengluten wird für die Herstellung von 
Würzmitteln durchgeführt und stellt eine Alternative zu der auch heute noch vielfach 
verwendeten Salzsäurehydrolyse dar, da letztere Methode wegen unerwünschten 
Nebenprodukten (Chlorpropanole) und hohen Natriumchloridkonzentrationen kritisch 
gesehen wird. Bei der enzymatischen Hydrolyse des Glutens werden diese Probleme 
zwar umgangen, jedoch wird mit den bisher industriell eingesetzten Peptidasen nur 
ein unbefriedigender Hydrolysegrad von 35 – 40 % erreicht, weshalb die 
Notwendigkeit zur Suche nach alternativen Enzymen besteht. Das Ziel dieser Arbeit 
war, Peptidasen aus Basidiomyceten zu identifizieren, die erfolgreich für die 
enzymatische Glutenhydrolyse eingesetzt werden können. 
Peptidasen aus dem Basidiomyceten Flammulina velutipes konnten Gluten effektiv 
hydrolysieren. Die identifizierten Enzyme ergänzten sich in ihrer katalytischen 
Aktivität, so dass ein Hydrolysegrad von 63 % des Glutens erreicht wurde. Die 
erhaltenen Hydrolysate hatten einen angenehmen Geruch und waren nicht bitter. 
In einem Screening wurden 28 Basidiomyceten in glutenreichem Minimalmedium 
kultiviert und mehrere potente Arten identifiziert. Besonders F. velutipes zeigte hohe 
Abbauraten und generierte acht extrazelluläre Peptidasen. Zur Optimierung der 
Peptidaseproduktion wurde der Pilz auf verschiedenen Substraten kultiviert, wobei 
sich die höchste Peptidaseaktivität in Kulturen erzielen ließ, in denen F. velutipes in 
Oberflächenkultur mit feuchtem, pelletiertem Gluten als Substrat wuchs. 
Von den F. velutipes Peptidasen wurden fünf aufgereinigt und teilweise 
charakterisiert. Auch Substrat- und Spaltspezifitäten konnten ermittelt werden. Von 
vier Peptidasen wurden außerdem Partialsequenzen erhalten, die eine Zuordnung zu 
verschiedenen Peptidasefamilien ermöglichten. Die identifizierten Peptidasen waren 
eine Serinendopeptidase (Subtilase) der Unterfamilie “Peurotus ostreatus-type 
Peptidase“ (S08.139) mit einer Molmasse von 37 kDa und optimalen 
Reaktionsbedingungen bei 40 °C und pH 7,5 und eine prolylspezifische 
Serinpeptidase mit hohen Homologien zur Gruppe der “Acid prolyl Endopeptidasen“ 
(Familie S28.004), einer Molmasse von 49 kDa und maximaler Aktivität bei 45 °C 
und pH 6. Eine weitere Peptidase mit einer Molmasse von 59 kDa wies keine 
Homologien zu bekannten Peptidasen auf, wurde aber durch Inhibitionsversuche der 
Gruppe der Metallopeptidasen zugeordnet. Sie zeigte optimale Aktivität bei 40 °C 
und pH 6,0. Des Weiteren wurden noch eine weitere 12,9 kDa große 
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Metallopeptidase, die zu den Deuterolysinen (Familie M35) gehört und eine 
Serincarboxypeptidase (Familie S41) identifiziert. 
Auch Laetiporus sulphureus  zeigte bei der Kultivierung eine besondere Eigenschaft, 
indem er beim Abbau von Gluten nach Fleischbrühe riechende Aromastoffe 
generierte. Mittels GC-MS wurden viele potente, heterocyclische Aromastoffe 
nachgewiesen, unter anderem auch Sotolon (3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2[5H]-furanon), 
dessen Bildung durch die gezielte Zugabe des Präkursors Isoleucin verstärkt wurde. 
Geringe Mengen an 4-Hydroxyisoleucin konnten auch im Kulturüberstand 
nachgewiesen werden. Der Weg zu Sotolon führt wahrscheinlich über die 
enzymatische Bildung von Isoleucin und nachfolgender Oxidation durch Fe3+-Ionen 
im Kulturmedium. 
 
Schlagwörter: Glutenhydrolyse, Peptidasen, Basidiomyceten 
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Abstract 
The enzymatic hydrolysis of wheat gluten by peptidases is an alternative to the 
hydrolysis of gluten using concentrated hydrochloric acid. The use of the acid is 
bound to result in the formation of toxicologically critical by-products such as 
chloropropanols and high concentrations of sodium chloride during the the 
neutralization reaction. These problems can be evaded by applying enzymatic 
hydrolysis. However, the peptidases currently applied in industrial processes 
hydrolyze 35 – 40 % of the gluten only. Thus, new and more efficient peptidases are 
required. The aim of this work was to identify species of basidiomycetes that secrete 
extracellular peptidases for the efficient hydrolysis of gluten. 
Peptidases of the basidiomycete Flammulina velutipes hydrolyzed gluten to a degree 
of 63 % in gluten rich cultures. The hydrolysates showed a savory smell and no 
detectable bitterness. For the degradation of complex substrates, such as gluten, 
these peptidases act synergistically.  
28 Basidiomycetes from several families were cultivated on gluten rich medium and 
monitored by measuring the peptidase activity in the supernatants. The best results 
were achieved with the xylothrophic fungus Flammulina velutipes (“winter 
mushroom”) which showed high total peptidase activity and generated a multitude of 
various peptidases. The growth parameters were optimized for this fungus by 
cultivation on different substrates. Highest peptidase activity was obtained from an 
emerged cultivation type using damp gluten pellets as a substrate.  
F. velutipes generated eight different extracellular peptidases. Five of them were 
purified and partially characterized. Four peptidases were assigned to different 
peptidase families by sequence alignments with known peptidases and substrate 
specifity tests. These were a serine peptidase from the Subtilase subfamily of 
“Pleurotus ostreatus-type peptidases“ (S08.139) with maximum activity at 40 °C and 
pH 7,5, another serine peptidase with a specifity to cleave prolyl residues of family 
S28.004 with a molecular weight of 49 kDa and maximum activity at 45 °C and pH 6, 
a 59 kDa metallopeptidase that showed maximum activity at 40 °C and pH 6, a 
carboxyserine peptidase of family S41, and a 12,9 kDa metallopeptidase of the 
Deuterloysin family (M35). 
Another fungus that showed a surprising feature was Laetiporus sulphureus. It 
generated savoury and meat-like flavours from gluten during growth in Koji-type 
cultures. Many heterocyclic flavours, among them sotolon (3-hydroxy-4,5-dimethyl-
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2[5H]-furanone), emerged into the liquefying hydrolysate. The formation of sotolon 
was amplified by supplementation of sotolon precursors such as 4-hydroxyisoleucine 
which was also detected in the culture supernatant in small concentrations. While the 
chemical formation of sotolone by presence of Fe3+ in the culture supernatant is 
probable, an enzymatic generation cannot be ruled out completely. Most likely, the 
formation of sotolon was based on the enzymatic liberation of isoleucine followed by 
an oxidation reaction catalyzed by the Fe3+ present in the nutrient medium. 
 
Keywords: Gluten hydrolysis, peptidase, basidiomycetes 
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1 Einleitung 
Peptidasen bilden eine eigene Enzymklasse und spielen sowohl physiologisch als 
auch kommerziell eine Schlüsselrolle. Ihr Vorkommen ist ubiquitär. Sie katalysieren 
die Spaltung von Peptidketten von Proteinen und können diese hydrolytisch 
vollständig abbauen oder auch selektiv modifizieren. Peptidasen haben eine wichtige 
Rolle für jeden Organismus, z. B. bei der Aktivierung oder Prozessierung von 
Enzymen und bei der Regulation von enzymatischen Kaskaden, die letztendlich alle 
metabolischen Reaktionen regulieren. 
 
Der geschätzte Wert der weltweit verkauften, industriell hergestellten Enzyme beträgt 
derzeit 1 Milliarde US $, ca. 60 % hiervon sind Peptidasen. Wegen ihrer hohen 
Diversität und gleichzeitigen hohen Spezifität stoßen Peptidasen auf ein großes 
Interesse und es wird weiterhin nach geeigneten Peptidasen für verschiedenste 
Anwendungen geforscht. Ihre Hauptanwendungsgebiete finden sich in der 
Lebensmittel-, Detergenzien- und Lederindustrie [1]. 
 
Mikrobielle Peptidasen mit einem Aktivitätsoptimum bei pH > 7 (sog. „alkaline 
peptidases“) haben einen dominierenden Marktanteil. Und obwohl alle Organismen 
natürlicherweise Peptidasen produzieren, werden diese wirtschaftlich relevanten 
Enzyme nur von wenigen, gut erforschten Organismen produziert. Besonders 
Bacillus sp. und Aspergillus sp. Arten dominieren den industriellen Sektor [2]. 
Die Entwicklung der industriellen Biotechnologie zeigt allerdings einen Trend zur 
Erschließung neuer Organismen und verbesserte Methoden zur Enzymproduktion 
um industrielle Prozesse aufzuwerten. Hierfür wurde auch die Suche nach 
Peptidasen mit einem Reaktionsoptimum im sauren oder neutralen Bereich 
intensiviert. Für dieses Ziel sind nun auch Basidiomyceten als vielversprechende 
Organismen in das Interesse der Wissenschaft gerückt. 
 
1.1 Einteilung und katalytischer Mechanismus von Peptidasen 
Gemäß der Nomenklatur des “Committee of the International Union of Biochemistry 
and Molecular Biology” werden Peptidasen als Untergruppe 4 in der Klasse 3 der 
Hydrolasen klassifiziert [EC 3.4]. Wegen ihrer hohen Diversität in Struktur und 
Aktivität ist es jedoch sehr schwierig Peptidasen in einem generellen System zu 
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strukturieren. Gegenwärtig werden Peptidasen daher zunächst auf der Basis von drei 
Kriterien klassifiziert: Art der katalysierten Reaktion, chemische Konstitution des 
aktiven Zentrums und evolutionäre Verwandtschaftsverhältnisse anhand struktureller 
Gemeinsamkeiten [1]. 
 
Peptidasen unterscheiden sich in ihrem katalytischen Typ und der 
Spaltstellenpräferenz. Bis heute sind fünf verschiedene Typen aktiver Zentren von 
Peptidasen bekannt, nach denen diese Typen benannt sind: Metallo-, Aspartat-, 
Serin-, Cystein- Glutamin- und Threoninpeptidasen.  Einige Peptidasen, darunter 
auch viele aus Basidiomyceten, konnten allerdings noch keinem dieser katalytischen 
Typen zugeordnet werden. 
Die katalytischen Typen unterscheiden sich durch die Art und Weise, wie eine 
Peptidbindung hydrolysiert wird. Grundsätzlich wird die Peptidkette durch ein 
Nukleophil angegriffen, welches sich in der Substrattasche der Peptidase befindet. 
Bei Metallo-, Glutamin- und Aspartatpeptidasen handelt es sich dabei um ein 
aktiviertes Wassermolekül, bei den anderen drei Gruppen agiert die Seitenkette einer 
Aminosäure (die auch namensgebend ist) als Nukleophil innerhalb einer 
katalytischen Triade. 
 
Weiterhin kann man Peptidasen grob in Endo- und Exopeptidasen unterteilen. 
Hauptmerkmal ist hierbei die Postition der präferierten Spaltstelle. Werden Proteine 
oder Peptide innerhalb der Peptidkette hydrolysiert, wird diese als Endopeptidase 
bezeichnet. Werden Aminosäuren vom N- oder C-terminalen Ende einer Peptidkette 
abgespalten, wird sie als Exopeptidase definiert. Für die Endopeptidasen zeigt sich, 
dass einige Peptidasen praktisch keine Spaltpräferenz besitzen, während andere 
hochspezifisch nur nach Aminosäuren mit z. B. einem großen hydrophoben Rest 
oder sogar nur nach oder vor einer ganz bestimmten Aminosäure angreifen. So lässt 
sich eine große Bandbreite an Peptidasen unterscheiden. 
Extrazelluläre Peptidasen haben normalerweise vor allem eine Funktion im Abbau 
von Substraten für die Ernährung eines Organismus, sie dienen aber auch der 
Abwehr von Konkurrenten oder spielen eine Rolle für die Pathogenität des 
Organismus. Sie verbleiben bis zu ihrer Sekretion oft in inaktivem Zustand als 
Propeptide, um unerwünschte Autolyseeffekte zu vermeiden [3]. 
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1.2 Biotechnologisches Potential von Basidiomyceten 
Pilze verfügen über eine größere Vielfalt von Enzymen als Bakterien, wobei bisher 
vor allem Ascomyceten (besonders Schimmelpilze wie Aspergillus ssp.) und Hefen 
(z. B. Saccharomyces cerevisiae) untersucht wurden. Extrazelluläre Peptidasen aus 
Pilzen sind in pH Bereichen von pH 4 bis pH 11 aktiv,  bauen ein breites Spektrum an 
Substraten ab [1] und können, im Gegensatz zu bakteriellen Peptidasen, besonders 
effizient in Festbettreaktoren produziert werden. Geeignet sind sie vor allem für den 
Einsatz in der Käseindustrie und bei der Entbitterung von Hydrolysaten. 
 
Zu den Agaricomycotina (Ständerpilzen), der größten Unterabteilung der 
Basidiomycota (Basidienpilze), gehören hauptsächlich Pilze, die einen ohne 
Vergrößerung sichtbaren Fruchtkörper besitzen. Dieser besteht typischerweise aus 
einem Stiel mit Hut oder einem konsolenartigen Körper. Daher werden sie auch 
vereinfachend als Makropilze bezeichnet, zu denen allerdings auch einige 
Ascomyceten gezählt werden können. Bisher sind ca. 25000 Basidiomycetenarten 
bekannt, wovon 15000 Arten zu den Makropilzen gehören. Es wird allerdings 
geschätzt, dass dies nur 10 % der tatsächlich existierenden Arten sind. Und selbst 
von diesen bekannten Arten sind bisher nur wenige intensiv untersucht worden. Im 
Hinblick auf die industrielle und wissenschaftliche Relevanz von Ascomyceten lässt 
sich hier ein großes, noch unerforschtes Potential vermuten [4]. In der vorliegenden 
Arbeit wurde ausschließlich mit Basidiomyceten der Unterabteilung Agaricomycotina 
gearbeitet. 
 
Das einzigartige und bisher nahezu ungenutzte biochemische Potential der 
Basidiomyceten für industrielle und medizinische Anwendungen lässt sich schon 
anhand eines Blickes auf die natürliche Lebensweise erahnen: Viele Basidiomyceten 
leben parasitisch oder saprobiontisch auf Holzkörpern oder organischen Resten 
(Bodenstreu, Dung, Kompost) und haben daher ein sehr hohes Adaptionsvermögen 
an wechselnde und schwer erschließbare Nahrungsquellen, für deren Abbau 
extrazelluläre Enzyme konstitutiv generiert werden. In dieser Arbeit wurden 
holzabbauende Weiß- und Braunfäulepilze sowie einige Saprobionten verwendet. 
 
Holz, das wichtigste Substrat für holzabbauende Pilze, ist extrem stickstoffarm. Das 
C/N Verhältnis kann bis zu 1250/1 betragen (typischerweise ca. 500/1). Sowohl 
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Kohlen- als auch Stickstoff liegen in unlöslicher Form vor, was deren Abbau 
erschwert. Der in Form von Cellulose und Hemicellulose vorliegende Kohlenstoff ist 
auf molekularer Ebene mit dem schwer abbaubaren Polyphenol Lignin in den 
abgestorbenen Zellwänden des Holzkörpers verbunden. Für den Abbau von 
Nährstoffen aus den Zellwänden und deren Aufnahme über Membrantransporter wird 
daher ein Komplex aus extrazellulären Enzymen sequenziell induziert oder 
unterdrückt [5]. 
Aufgrund ihrer Lebensweise zeigen Basidiomyceten eine Anzahl von 
stickstoffsparenden Strategien, so z. B. das Recycling von Stickstoff aus altem 
Mycel, den selektiven Abbau von Zellbestandteilen bei Stickstoffmangel und die 
Fähigkeit, verschiedenste Stickstoffquellen zu nutzen. Stickstoff kann in bestimmten 
Mycelteilen konzentriert werden oder über stickstoffarme Substanzen (Mauern, 
Steine) hinweg zu anderen Mycelteilen transportiert werden. Es wurden 
Konzentrationen von 0,2 % unter Stickstoffmangel und bis zu 8 % unter 
Stickstoffüberfluss an Totalstickstoffgehalt im Mycel gefunden. Überschüssiger 
Stickstoff wird im Cytoplasma, in Vakuolen und eventuell sogar in Form von Chitin 
gespeichert. Möglicherweise werden sogar spezifische Speicherproteine gebildet. 
Tritt Stickstoffmangel ein, werden entsprechende Stoffwechselwege zur 
Stickstoffgewinnung aktiviert und diese Reserven genutzt. 
Holzabbauende Pilze nutzen auch andere Stickstoffquellen außer dem Holzkörper. 
Sie sind in der Lage, diesen auch aus organischen Pflanzenresten, 
Bodenorganismen wie Bakterien, Nematoden und Springschwänzen sowie tierischen 
Ausscheidungen zu gewinnen. Von holzabbauenden Basidiomyceten wird außerdem 
vermutet, dass deren Mycelnetzwerke eine entscheidende Rolle im Stickstoffzyklus 
von Waldböden spielen [5]. 
 
1.3 Peptidasen für die Glutenhydrolyse 
Über extrazelluläre Peptidasen aus Basidiomyceten ist bisher wenig bekannt. Neben 
den in der Industrie bisher schon vereinzelt eingesetzten Oxidoreduktasen, die z. B. 
für entfärbende und bleichende Zwecke angewendet werden, wird von 
Basidiomyceten auch unter Laborbedingungen eine Vielzahl von extrazellulären 
Peptidasen generiert. 
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Peptidasen aus Basidiomyceten spielen bisher in der Forschung und industriellen 
Anwendung nur eine kleine Rolle. Gründe hierfür sind unter anderem, dass 
Basidiomyceten im Vergleich zu Bakterien und Ascomyceten (z. B. Schimmelpilzen) 
als höher differenzierte Lebensformen nicht nur relativ langsam wachsen, sondern 
insgesamt auch komplexere Organismen darstellen. In ihrem natürlichen 
Lebensraum haben Basidimoyceten sehr unterschiedliche Ansprüche an Substrat 
und Habitat. Basidiomyceten sind hinsichtlich der Substratwahl entweder Parasiten, 
zumeist an Holzkörpern oder Saprobionten, die bereits tote organische Masse weiter 
zersetzen, oder sie leben in enger Symbiose mit Pflanzenwurzeln. Diese Symbionten 
(Mykorrhiza) sind unter Laborbedingungen sehr schlecht zu kultivieren. In der 
Forschung werden daher meist nur Fruchtkörper dieser Arten eingesetzt, was die 
Identifizierung von extrazellulären Enzymen unmöglich macht. 
In dieser Arbeit wurden daher vor allem xylotrophe (holzabbauende) Basidiomyceten 
für die Untersuchungen ausgewählt, und zwar sowohl Braun- als auch 
Weißfäulepilze, die sich vor allem in ihrer Spezifität hinsichtlich des Ligninabbaus 
unterscheiden. 
 
Gerade in den letzten Jahren wurde das große Potential an unentdeckten Enzymen 
und anderen Stoffen in Basidiomyceten erkannt und die Forschung intensiviert, 
wobei der Schwerpunkt der Forschung hier auf der Identifizierung und Gewinnung 
von extrazellulären Oxidoreduktasen (z. B. Laccasen, Peroxidasen) lag, die 
Weißfäulepilze zum Abbau und Modifikation von Lignocellulose generieren. 
 
Noch immer liegen nur für eine geringe Anzahl von Basidiomyceten detaillierte 
Informationen über die im Exoproteom vorhandenen Enzyme vor. Bisher ist das 
vollständige Genom von 15 Basidiomyceten (davon neun Agaricomycotina) 
sequenziert, jedoch sind nur wenige Gene annotiert. Einige Peptidasen sind bekannt, 
die von der Anzahl vermuteter Peptidasen allerdings deutlich übertroffen werden. 
Viele der gefundenen Sequenzen weisen zudem so große Unterschiede zu 
bekannten Peptidasen auf, dass ihre Zuordnung erschwert ist (Tabelle 1) [6]. 
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Tabelle 1: Geschätzte Anzahl von Peptidasen aus Basidiomyceten mit bekanntem Genom. 
Organismus Anzahl bekannter und vermuteter Peptidasen 
Anzahl nichthomologer 
Peptidasen* 
Ustilago maydis 86 27
Laccaria bicolor 130 40
Coprinopsis cinerea 159 61
* Ein Protein mit bekannter Sequenz, das einer Peptidasefamilie zugeordnet werden kann, bei dem aber eine 
oder mehrere funktionelle Gruppen fehlen. 
 
Die bisher aus Basidiomyceten bekannten Peptidasen wurden zum größten Teil in 
Fruchtkörpern der einzelnen Spezies gefunden. Einen Überblick hierüber geben [7] 
und [8]. Bei einem Versuch der systematischen Erfassung extrazellulärer Peptidasen 
aus einer weitgefächerten Artenauswahl wurde von [9] eine überraschend große 
Anzahl und Diversität von Peptidasen identifiziert. Besonders hervorzuheben ist 
auch, dass viele dieser Peptidasen nicht sensitiv gegenüber 
Standardpeptidaseinhibitoren waren. 
 
Für die effektive Hydrolyse von komplexen proteinogenen Substraten benötigt ein 
Organismus eine Mischung aus extrazellulären Endo- und Exopeptidasen mit breiter 
Substratspezifität. Wegen den natürlichen Funktionen, die extrazelluläre Peptidasen 
aus Basidiomyceten besitzen, sind sie für den biotechnologischen Einsatz besonders 
interessant. Xylotrophe Basidiomyceten generieren Peptidasen hauptsächlich für den 
Abbau von Stickstoff aus organischem Material und müssen daher über potente 
extrazelluläre Peptidasen verfügen. 
Neben dem Substratabbau erfüllen extrazelluläre Peptidasen aber noch weitere 
wichtige Aufgaben, wie die Regulierung von anderen enzymatischen Aktivitäten [10], 
[11]. Für eine extrazelluläre Peptidase aus P. ostreatus konnte eine Funktion bei der 
Fruchtkörperbildung nachgewiesen werden [12]. Auch ist es wahrscheinlich, dass 
extrazelluläre Peptidasen, besonders die pathogener Pilze, einen starken 
Virulenzfaktor darstellen. 
Die Schwerpunkte der Forschung mit basidiomycetischen Peptidasen sind bisher 
vornehmlich im Bereich der Grundlagenforschung und der medizinischen Nutzung zu 
finden. Nur wenige Arbeiten befassen sich mit der Nutzung dieser Peptidasen für den 
Abbau von pflanzlichen Proteinen [13], [14]. Dabei ist diese Idee nicht fernliegend. 
Schon seit Jahrtausenden werden die extrazellulären Peptidasen verschiedener 
Ascomyceten zur Hydrolyse von Soja- und Weizenprotein genutzt, um Produkte wie 
z. B. S
eingese
 
Neben 
Produk
zu den 
Wirkun
Eigens
Organis
Entsch
und ne
In Euro
später 
herges
Salzsäu
schnell
der im 
gebilde
isomere
toxikolo
Dichlor
und g
genoto
Dichlor
der EU
3-Chlor
 
Abbildu
Chlorpro
ojasauce 
tzte pilzlic
ihrer Bel
te wie Soj
funktionel
g (z. B. an
chaften s
men, die
eidend für
utralen pH
pa wurde 
entwickel
tellt. Im u
re hydroly
e Verfahre
Ausgangs
t werden. 
 2,3-Di
gischer B
propan-2-o
enotoxisch
xisch in 
propan-1-o
 beträgt d
propan-1,
ng 1: Bei d
panole. 
herzuste
he Impfm
iebtheit in
asoße, Na
len Leben
tibiotische
ind auch 
 in der 
 einen erf
 Bereich a
die Prote
t. Ab 18
rsprünglic
siert und 
n hat jedo
material e
Neben 1,3
chlorpropa
edeutung 
l konnte 
e Wirkun
einer Rei
l in Sojas
er Grenzw
2-diol 0,02
er Hydrolys
llen [15]. 
asse wird 
 Südostas
tto oder T
smitteln ge
 und antik
auf den
Produktio
olgreichen
ktive Pept
inhydrolyse
86 wurde
hen Verf
das Hydro
ch den en
nthaltenen
-Dichlorpr
n-1-ol u
sind die b
in Langze
g nachge
he von i
oßen lag 2
ert für hy
 mg kg-1 [1
e von pfla
Die in 
auch Koji g
ien gewi
empeh ab
hören, als
anzerogen
 Proteina
n einges
 Prozess 
idasen pilz
 zur Erze
 die Ma
ahren wu
lysat mit 
tscheidend
 Triacylgl
opan-2-ol
nd Mon
eiden zue
itstudien 
wiesen 
n-vitro-Sys
001 im Du
drolysierte
8]. 
nzlichen Pr
einem so
enannt. 
nnen dies
er auch w
o nachwe
e Wirkung
bbau du
etzt werd
sind hierb
lichen Urs
ugung vo
ggi-Würze
rden Soja
Natronlaug
en Nacht
ycerole ve
 kommen 
ochlorpro
rst genann
und Zellsy
werden, 3
temen [1
rchschnitt
s Pflanze
oteinen mit
lchen Fe
e tradition
eltweit an
islich gesu
) besitzen
rch die m
en, zurü
ei vor alle
prungs [1]
n Würzmit
 als Flei
- und W
e neutrali
eil, dass h
rschieden
3-Chlorpro
panole v
ten (Abbi
stemen e
-Chlorpro
7]. Der 
 bei 0,04 m
nprotein u
 Salzsäure
1 E
rmentation
ell ferme
 Interesse
ndheitsfö
. Diese p
ikrobiolog
ckzuführe
m im alka
. 
teln erst s
schextrakt
eizenprot
siert. Dies
ierbei aus 
e Chlorpro
pan-1,2-d
or [16]
ldung 1). F
ine kanze
pan-1,2-d
Gehalt vo
g kg-1. In
nd Sojaso
 gebildete 
inleitung 
7 
sschritt 
ntierten 
, da sie 
rdernde 
ositiven 
ischen 
n [15]. 
lischen 
ehr viel 
-Ersatz 
ein mit 
es sehr 
Resten 
panole 
iol, das 
. Von 
ür 1,3-
rogene 
iol war 
n 2,3-
nerhalb 
ßen für 
 
toxische 
1 Einleitung 
8 
Weitere Probleme bei der Salzsäurehydrolyse stellen der Umgang mit großen 
Mengen konzentrierter Säuren und Laugen dar, sowie die bei der Neutralisation 
entstehende Salzfracht (NaCl) in den Hydrolysaten. 
Die industrielle Nutzung von Peptidasen für die Hydrolyse von pflanzlichem Protein 
wie z. B. Sojamehl oder Gluten zur Erzeugung von Würzmitteln ist eine naheliegende 
Lösung. Die enzymatische Hydrolyse ist eine Alternative zu langwierigen Verfahren 
wie der traditionellen Sojasoßenherstellung. Gleichzeitig bietet sie den Vorteil eines 
schnellen Verfahrens ohne die Erzeugung von unerwünschten Nebenprodukten. 
Allerdings erreichen die bisher angewandten industriellen Verfahren, welche mit 
bakteriellen und ascomycetischen Enzymen arbeiten, nur geringe Ausbeuten von 
30 % – 40 % Glutenabbau [19], [20], was zu signifikanten wirtschaftlichen Verlusten 
führt. 
 
Neben der Frage, ob die Hydrolyse von pflanzlichen Proteinen mit 
basidiomycetischen Peptidasen überhaupt wirtschaftlich durchgeführt werden kann, 
ist es natürlich auch interessant, auf welche Art und Weise dies geschieht. Da es sich 
bei Gluten um ein komplexes Gemisch aus verschiedenen Proteinen handelt [21], 
muss der effiziente Abbau mit einem Enzymgemisch erfolgen, welches mindestens 
eine Endo- und eine Exopeptidase enthält. Erst kürzlich wurde nachgewiesen, dass 
das Exoproteom von Aspergillus niger, ein für die Fermentation von Sojaprodukten 
relevanter Organismus, bei der Kultivierung auf Soja- und Weizenprotein eine 
Vielzahl an sehr unterschiedlichen Peptidasen bildet, die synergetisch am 
Proteinabbau beteiligt sind [22]. Zudem besteht Gluten zu einem hohen Prozentsatz 
aus den Aminosäuren Glutamin und Prolin, von denen Prolin durch die große 
hydrophobe Seitenkette nur von wenigen Enzymen abgespalten werden kann und 
somit eine besondere Herausforderung (bei der Suche nach neuen Peptidasen für 
den Glutenabbau) darstellt. 
 
Wenn geeignete Organismen für diesen Zweck gefunden werden, wäre im nächsten 
Schritt auch die Identifizierung der einzelnen am Glutenabbau beteiligten Peptidasen 
von großem Interesse für die wirtschaftliche Anwendung eines Organismus, da nur 
so ermittelt werden kann, welchen Einfluss einzelne Enzyme auf das 
Hydrolyseergebnis haben. In Abhängigkeit von ihrer Relevanz ist dann eventuell 
auch eine gezielte Induktion oder heterologe Expression möglich. 
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1.4 Erzeugung von Aromastoffen aus Gluten mit Basidiomyceten 
Eine bisher wenig beachtete Eigenschaft von Basidiomyceten ist die Bildung von 
charakteristischen Aromen wie 1-Octen-3-ol und 1-Octen-3-on (typischer Pilzgeruch) 
oder 3-Octanon (süßlich, blumig), die sich nach der Zell-lyse von Fruchtkörpern vieler 
Arten bilden [23]. Besondere Aromen sind für einzelne Spezies bekannt. So riecht 
z. B. der Fruchtkörper von Marasmius scorodonius intensiv nach Knoblauch. Viele 
Arten sind sogar nach ihrem charakteristischen Geruch oder Geschmack benannt 
(z. B. Gloeophyllum odoratum, Anis-Zähling). Durch die Supplementierung mit  
speziellen Substraten oder Induktoren ist es zudem möglich, dass Basidiomyceten 
mittels Biokonversion interessante Aromen generieren [24], [25]. 
Bei der Hydrolyse von Gluten ist es neben möglichst hohen Abbauraten des Glutens 
zudem von großer Bedeutung, dass das entstandene Hydrolysat auch sensorisch 
akzeptabel ist. Daher wurden in dieser Arbeit auch die bei der Hydrolyse von Gluten 
entstehenden Aromen beobachtet. 
 
 
1.5 Flammulina velutipes und Laetiporus sulphureus, zwei 
interessante Basidiomyceten für die Glutenhydrolyse 
Die höchsten Peptidaseausbeuten wurden mit Flammulina velutipes erzielt. 
F. velutipes (Samtfußrübling oder Winterpilz) ist ein auf lebenden, vorgeschädigten 
Laubhölzern (vorzugsweise Weiden, Pappeln, Eschen oder Birken) wachsender 
Weißfäulepilz, der nur schwach pathogen ist und meist saprobiontisch lebt 
(Abbildung 2). Er ist überall in Eurasien in Zonen mit gemäßigtem Klima anzutreffen 
und gilt in Europa und Asien als hervorragender Speisepilz, der im asiatischen 
Kulturraum in großen Mengen kultiviert wird. Durch eine besondere 
Kultivierungsmethode (Wachstum unter Ausschluss von Licht und bei hohen CO2 
Konzentrationen) entwickelt F. velutipes extrem lange und dünne Stiele und sehr 
kleine Köpfe, die Fruchtkörper bleiben farblos. Die Kulturform unterscheidet sich 
somit stark vom natürlichen Habitus. In der traditionellen chinesischen Medizin wird 
er zudem als Heilpilz verwendet. 
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1.6 Zielsetzung 
In der vorliegenden Arbeit sollten Basidiomyceten identifiziert werden, die 
Weizengluten effektiv hydrolysieren. 
Hierzu sollten verschiedene Basidiomyceten zunächst in einem Screening auf 
peptidolytische Aktivitäten hin untersucht werden. Zum besseren Verständnis der 
enzymatischen Vorgänge bei der Glutenhydrolyse sollten gefundene Peptidasen 
soweit möglich aufgereinigt und charakterisiert werden. 
Da bei Glutenhydrolysaten zur Würzmittelherstellung neben dem Hydrolysegrad auch 
Geruch und Geschmack der Hydrolysate wichtig sind, sollte zusätzlich die Bildung 
von Aromastoffen sensorisch beobachtet und gegebenenfalls analytisch untersucht 
werden. 
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2.1.1 Abstract 
A total of 28 basidiomycetes and 16 substrates were investigated to detect 
extracellular peptidases for the hydrolysis of wheat gluten as a complex Koji 
substrate. In a first screening, basidiomycetes were grown in submerged cultures 
containing gluten as only carbon and nitrogen source. Growth rate, protein 
concentration and peptidase activity were monitored. Flammulina velutipes, Armillaria 
mellea, Trametes versicolor, Meripilus giganteus, Fomitopsis pinicola, 
Phanerochaete chrysosporium and Hericium erinaceus showed high peptidase 
activity. To evaluate the effects of complex substrates on peptidase generation, a set 
of experiments was performed using surface cultures of Flammulina velutipes. This 
fungus grew well on many of the substrates and yielded a maximum of over 160.000 
arbitrary U mL-1 on the surface liquid released from gluten pellets. Gelatin 
zymography visualized a complex mixture of secreted peptidases. Highest peptidase 
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yield was obtained from a koji-type culture: A maximum of 63 % of the gluten was 
converted to free amino acids in 14 days by peptidase activities in the range of 
80.000 to 90.000 aU mL-1. The dark brown hydrolysate smelled and tasted like meat 
broth with no detectable bitterness. 
 
Keywords: Basidiomycota, Flammulina velutipes, peptidase, protein hydrolysis, koji 
 
2.1.2 Introduction 
Koji is a traditional product of Asian food biotechnology, typically prepared from 
wheat or defatted soybean and solubilized by Aspergillus strains rich in peptidases. 
The brewing of koji is a tedious process which may require many months until 
completion [28]. In the traditional process a wide range of different extracellular 
peptidases participate [22], a few of which have been characterized on a molecular 
level [29], [30], [31], [32]. Peptidases (EC 3.4.x) are key to this fermentation, because 
the peptides and amino acids liberated from the complex plant protein source, 
together with some of their derivatives, determine the smell and taste of the products. 
They differ in terms of catalytic mechanism, substrate specificity, activation 
mechanism, thermostability and pH optimum [1]. As a result, the microorganism 
chosen should provide both exo- and endopeptidases. 
 
In this study both white-rot and brown-rot fungi were investigated for their 
extracellular peptidase activity. White-rot fungi mainly degrade lignin, while brown-rot 
fungi degrade or modify lignin only to a minor extent [33], [34]. Up to now the 
exoproteome of white-rot fungi has been investigated more thoroughly than that of 
brown-rot fungi. White-rot fungi achieve lignin decomposition by secreting redox 
enzymes, such as lignin peroxidase, manganese peroxidase, versatile peroxidase, 
and phenoloxidases of the laccase type. Some hydrolases, such as (hemi) cellulases 
are likewise abundant. Peptidases were isolated and systematically characterized 
from cultured mycelium and from fruit bodies only recently [7]. Wood is a relatively 
poor nitrogen source, thus peptidases are essential for the nitrogen supply of the 
fungus. The ability of different species of basidiomycetes to produce peptidolytic 
enzymes was comprehensively evaluated [9]: 43 basidiomycete species, 
representing 18 families of seven orders, were screened for the presence of 
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gelatinolytic activity and non-specific protein degradation. Most of the fungi showed 
an unexpected number and diversity of peptidases, indicating that basidiomycetes 
present a novel source of peptidases with potentially unique features: Less than half 
the peptidases could be reliably assigned to a particular catalytic category. 
The activity of trypsin-like peptidases and trypsin inhibitors in fruiting bodies of 
various species of basidiomycetes was examined, and peptidases were found in 
most of the species [8]. For medical purposes, for example fibrinolytic activity, 
basidiomycetous peptidases were successfully applied. These fibrinolytic enzymes 
are of interest because of their low cost and absence of undesirable side effects 
[35], [36]. 
Some peptidases of the basidiomycetes used in this work have been characterized, 
for example those of Fomitopsis pinicola [37], [38], Laetiporus sulphureus [39], 
Armillaria mellea [40] and Grifola frondosa [41]. However, these peptidases were 
isolated from fruiting bodies; hence different peptidases may be found in an in vitro 
culture supernatant. For Flammulina velutipes a metallo-endopeptidase and for 
Trametes trogii several peptidases were identified in the culture supernatant [42], 
[43], [44]. The addition of powdered fruiting body of F. velutipes led to a decrease of 
dough strength due to gluten degradation by the fungal peptidases [13]. Soybeans 
fermented in a koji process using mycelia of F. velutipes and Roseofomes 
subflexibilis showed a thrombosis preventing activity [14]. Other physiological 
functions of extracellular peptidases reported were the regulation of the activity of 
other enzymes synthesized by the fungus, involvement in fruit body formation and an 
activity as a pathogenic factor [7]. 
Recently, attempts were made to substitute both the time-consuming traditional 
fermentation and the modern acid hydrolysis (which is prone to form carcinogenic 
chloropropanols) by environmentally friendly alternatives. Commercial peptidase 
mixtures are available, but may yield incomplete hydrolysis and unsatisfactory 
sensory attributes when applied to crude plant proteins [19], [20], [45]. This work 
shows that a basidiomycete hydrolyzed wheat gluten on a time scale of days by 
secreting a set of novel and potent peptidolytic activities. 
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2.1.3 Materials and methods 
Applied strains and substrates 
A total of 28 basidiomycetes were screened for peptidase activity: Agaricus arvensis 
(DSMZ, no. 8327), Armillaria mellea (CBS, no. 100.12), Auricularia auricula-judae 
(DMSZ, no. 11326), Collybia dryophila (DSMZ, no. 8356), Fomitopsis pinicola 
(DSMZ, no. 4957), Flammulia veluptipes (DSMZ, no. 1658), Ganoderma applanatum 
(CBS, no. 250.61), Gloeopyllum odoratum (CBS, No. 444.61), Grifola frondosa (CBS, 
no. 480.63), Hericium erinaceus (CBS, no. 260.74), Kuehneromyces mutabilis 
(DMSZ, no. 1684, Laetiporus sulphureus (DSMZ, no. 11211), Lycoperdon perlatum 
(DSMZ, no. 8678), Macrolepiota procera (DSMZ, no.3399), Meripilus giganteus 
(CBS, no. 561.86), Marasmius scorodonius (CBS, no. 850.87), Phaenochaete 
chrysosoprorium (identified according to ITS sequences), Phallus impudicus (DSMZ, 
no. 3400), Phellinus ssp. (isolated from wood in Lower Saxony, Germany, and 
identified according to ITS sequences), Pleurotus ostreatus (identified according to 
ITS sequences), Polyporus betulinius (isolated from wood in Lower Saxony, 
Germany, and identified according to ITS sequences), Polyporus umbellatus (CBS, 
no. 483.72), Serpula lacrymans (CBS, no. 751.79), Sparrassis crispa (CBS, no. 
408.71), Trametes ssp (DSMZ, no. 11309, identified according to ITS sequences), 
Tremella mescentaria (DSMZ, no. 1557), Wolfiporia cocos (CBS, no. 279.55) and 
Xerula radicata (DSMZ, no. 4830). Growth was assessed visually by comparison of 
colony diameter or density (surface) and diameter of mycelium pellets (submerged). 
Substrates applied were: draff, string bean, peanut shell (coarsely crushed), peanut 
shell (ground), flax fiber, gluten pellets, rose hip pomace, hemp fiber, wood chips 
(white oak), potato peel, carrot pomace, fermented tea pomace, white cabbage stalk 
(finely cut). 
 
Standard medium (preculture) (Sprecher 1959) 
The basidiomycetes were submerged cultured in pre-cultures; then the fungal pellets 
were transferred into a submerged or surface main culture. The reference medium 
was D-(+)-glucose-monohydrate 30.0 g L-1, L-asparagine-monohydrate 4.5 g L-1, 
yeast extract 3.0 g L-1, KH2PO4  1.5 g L-1, MgSO4  0.5 g L-1; trace element solution 
1,0 mL L-1 (FeCl3 x 6 H2O  0,08 g L-1, ZnSO4 x 7 H2O  0.09 g L-1, MnSO4 x H2O 
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0.03 g L-1, CuSO4 x 5 H2O  0.005 g L-1, Titriplex III (EDTA) 0.4 g L-1; adjusted to 
pH 6.0 with 1 M NaOH. 
 
Screening for peptidase activity 
500 mL Erlenmeyer flasks were filled with 250 mL minimal medium (deionized water, 
1.5 g L-1 KH2PO4, 0.5 g L-1 MgSO4, 1 mL L-1 trace element solution, and 
supplemented with 10 g gluten and 50 mL inoculum, harvested from standard 
medium after 7 days. Cells grew in the dark at 24 °C and 150 rpm. 1 mL samples of 
supernatant was taken daily for determination of peptidase activity and protein 
concentration. Growth was assessed visually by formation of mycelia pellets. 
 
Screening for peptidase induction 
300 mL Erlenmeyer flasks were filled with 50 mL minimal medium, 30 to 50 g 
substrate (depending on its density) and 5 mL inoculum of F. velutipes, harvested 
from standard medium after 7 days. For the hemp, peanut shell and wood chip 
extracts 200 g of solid matter and 400 mL of minimal medium were sterilized together 
at 121 °C for 30 minutes. The liquid was afterwards decanted and used for substrate 
preparation. 
Cells grew without agitation in the dark at room temperature. 1 mL samples of 
supernatant were taken daily for the determination of peptidase activity. Each time a 
sample was taken, the same volume of minimal medium was replenished. When no 
supernatant could be obtained, solid samples were taken from the surface and re-
suspended in minimal medium. 
 
Koji experiments 
Dry sterile gluten pellets (Nestle, Singen, Germany) and minimal medium at a ratio of 
1 part of gluten to 1.5 parts of minimal medium were mixed with 5 mL inoculum, 
harvested from standard medium and homogenized (Ultra Turrax, Miccra D‐9, 
Müllheim, Germany) prior to inoculation. The mixtures were grown in parallel in a 
series of identical Erlenmeyer flasks without agitation at ambient conditions. 
Peptidase activity, protein concentration and degree of gluten hydrolysis were 
determined daily over a period of 17 days by harvesting one culture as a whole. The 
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gluten-fungus agglomerate was homogenized, washed with buffer and centrifuged to 
obtain the peptidases. Peptidase activity was measured in supernatant and 
washings. The degree of hydrolysis was calculated from the HPLC-analyses of free 
amino acids. 
 
Measurement of peptidase activity 
The azocasein assay is a photometric dead-stop method for the non-specific 
determination of peptidase activity [46]. 1U corresponds to the enzyme activity that 
generates an increase of extinction of 0.01 at 43 °C. Because of the high protein 
concentration of the supernatants, the assay had to be slightly modified (0.9 mg 
azocasein per mg total protein in the samples). 
Protein concentration was measured using the DcProtein assay (BIO-RAD no. 500-
0113). Gelatin zymography [47], [48] was performed for the visualization of peptidase 
activity of culture supernatants. Total protein was determined according to Kjeldahl 
[49]. 
 
Determination of free amino acids 
The degree of hydrolysis was determined using HPLC-Fluorescence detection of 
amino acids in the supernatant: 100 µL borate buffer (0.5 M, pH 10) and 20 µL OPA-
reagent (100 mg o-phthaldehyde, 1 mL borate buffer, 9 mL methanol, 100 µL 3-
mercaptopropionic acid) were mixed with 10 µL internal standard (10 µM Glu-Glu) 
and 10 µL diluted sample, reacted at ambient temperature for 2 min, and replenished 
with 50 µL of 1 M acetic acid. A volume of 20 µL was injected (PU-980, Shimadzu 
GmbH, Duisburg, Germany) equipped with a RF-10A XL fluorescence detector 
(excitation λ = 330 nm, emission λ = 460 nm). Separation was performed using a 
Nucleodur C18 Pyramid column (250 x 4 mm, 5 µm, Macherey-Nagel, Düren, 
Germany) at a flow rate of 1 mL min-1 using the following gradient system with 
methanol (A) and 0.1 M sodium acetate containing 0.044 % triethylamine at 
pH 6.5 (B): 0 – 5 min 10 % A, 5 – 8 min 15 % A, 8 – 40 min 60 % A, 40 – 50 min 
90 % A and 50 – 60 min 10 % A. The concentration of amino acids was determined 
in triplicate and calculated according to calibration curves for each amino acid. Since 
OPA does not react with imines, proline and hydroxyproline were not detected. This 
was accounted for by a subtraction of 15 % (equals of proline content of gluten) from 
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the total protein content. Also subtracted was the blind value of amino acid 
concentration of submerged cultures of F. velutipes grown in standard medium. 
 
2.1.4 Results and Discussion 
Screening of basidiomycetes for peptidolytic activity 
28 fungi were cultivated submerged in minimal medium supplemented with gluten as 
the only carbon and nitrogen source. High peptidase activity was found in the 
supernatants of Flammulina velutipes, Trametes ssp., Meripilius giganteus, 
Fomitopsis pinicola, Phaenochaete chrysosporium and Hericium erinaceus. Other 
basidiomycetes showed lower levels of peptidolytic activity. Kuehneromyces 
mutabilis, Serpula lacrymans, Phallus impudicus and Sparrassis crispa responded 
sensitive to agitation and ceased growing. Many species grew slowly and reached 
maximum peptidase activity only after twenty days of cultivation or later (Table 2), but 
nearly all species were able to metabolize gluten, as determined by visible growth of 
hyphal pellets, the decrease of cloudiness of the nutrient medium, and the diminution 
of particulate gluten in the cultures. 
 
Table 2: Peptidase activity of basidiomycetes grown in submerged gluten cultures 
Species Max. peptidase activity [aU / mL] 
Day of max. peptidase 
activity 
Flammulina velutipes 16188 10
Trametes ssp. 10152 8
Meripilius giganteus 3500 20
Hericium erinaceum  3280 20
Polyporus umbellatus 3042 27
Fomitopsis pinicola  2650 12
Gloeophyllum odoratum  2345 20
Phaenochaete chrysosporium  2244 19
Armillaria mellea 2058 13
Marasmius scorodonius 2020 17
Grifola frondosa  1210 9
Pleurotus ostreatus 792 8
Wolfiporia cocos 774 13
Ganoderma applanatum 738 10
Serpula lacrymans 507 9
Auricularia auricula-judae 348 8
Sparassis crispa 255 10
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Species Max. peptidase activity [aU / mL] 
Day of max. peptidase 
activity 
Macrolepiota procera 124 8
Kuehneromyces mutabilis > 100 4
Laetiporus sulphureus > 100 7
Agaricus arvensis  > 100 6
Collybia dryophila  > 100 8
Lycoperdon perlatum  > 100 8
Phellinus ssp > 100 5
Polyporus betulinius  > 100 11
Phallus impudicus  0 -
Tremella mescentaria  0 -
Xerula radicata 0 -
 
Native wheat gluten was the only major nutrient provided. It consists of around 80 % 
protein high in glutamine and proline, 8 % hemicelluloses, 8 % water, and a minor 
amount of fatty acids [21]. As hemicelluloses are a suitable substrate for most 
basidiomycetes, it cannot be ruled out that some of the low-peptidase-species fed on 
the carbohydrate sources too. Gelatin zymography (exemplary displayed for some 
species in Figure 4) showed that the peptidolytic activity of most basidiomycetes was 
comprised of several peptidases which supposedly co-operated in the degradation of 
the gluten proteins. Phallus impudicus, Tremella mescentaria, Sparassis crispa and 
Marasmius scorodonius were the only species that emitted only one or no peptidase 
visible in gelatin zymography). 
 
F. velutipes, an edible white-rot species, showed a comparably high peptidase 
activity (14 kaU mL-1) after a cultivation time of eight to ten days and was selected for 
more detailed studies (Figure 5). The development of peptidase activity and protein 
concentration in the supernatant showed a lag phase of six days. Peptidase activity 
and protein content both cumulated on day ten of cultivation. Concurrently, the pH 
value increased constantly from pH 5.2 to pH 8.2, most likely due to the release of 
ammonia from deamination reactions. The elevated pH did not result in a visible 
reduction of growth. Trametes ssp. was second best and reached a maximum 
peptidase activity of 11 K aU mL-1 after 6 days of cultivation. The time courses of 
enzymatic activity were subject to slight biological fluctuations from one experiment to 
another, but the patterns shown in Figure 5 were generally well reproducible. 
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Effect of the substrate on the peptidolytic activity of F. velutipes  
Different complex and not well water soluble substrates were examined in surface 
cultures of F. velutipes to detect stimulating effects on the formation and excretion of 
peptidases (Table 3). In line with the idea of sustainable biotechnology some of the 
substrates were chosen from side streams of the food industry. Growth rate and the 
activity of excreted peptidases frequently did not coincide. In combination with 
minimal medium F. velutipes grew well on many of the substrates supplied. Apart 
from gluten pellets, best growth was observed on draff, peanut shells, and wood 
chips. These substrates resemble hard wood, a lignin and cellulose rich substrate 
with acidic pH, the major substrate of the fungus in its natural habitat. Other 
substrates, such as string bean, potato peel, carrot pomace and white cabbage stalk 
contain considerable amounts of carbohydrates, proteins and fatty acids, thus 
supporting moderate growth as well. 
 
Table 3: Peptidase activity and growth rate of F. velutipes in surface cultures with different 
substrates. 
Substrate Max. peptidase 
activity 
[aU / mL] 
Day of max. 
peptidase 
activity 
Mycelial 
growth 
Surface of gluten pellets 169480 13 intense 
Gluten pellets, wholly harvested 96637 17 intense 
Sheepwool  + SNL (full medium) 50910 6 moderate 
Hemp fibre 44988 14 moderate 
Draff 39178 15 intense 
Hemp fibre + sheepwool 33966 12 moderate 
Hemp fibre + draff 24237 17 moderate 
Gluten (powder) + peanut shell extract 19625 12 poor 
Peanut shell, ground 17301 17 intense 
Soy feed + minimal medium 15209 11 poor 
Soy feed + sheepwool 11934 13 poor 
Soy feed 9914 10 poor 
String beans 9875 16 moderate 
Peanut shell, coarsely crushed 8740 16 intense 
Carrot pomace  8439 16 moderate 
White cabbage stalk  7996 16 moderate 
Gluten (powder) + hemp extract 6587 9 poor 
Potatopeel 5780 16 moderate 
Soy feed + peanut shell extract 5562 10 poor 
Gluten (powder) + wood extract (white 
oak) 5342 8 poor 
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Substrate Max. peptidase 
activity 
[aU / mL] 
Day of max. 
peptidase 
activity 
Mycelial 
growth 
Fermented tea pomace 3168 13 moderate 
Hemp fibre + soy feed 2754 17 poor 
Soy feed + wood extract (white oak) 2370 9 poor 
Soy feed + hemp extract 1797 12 poor 
Flax fibre - - no growth 
Rose hip pomace - - no growth 
Woodchips (white oak) - - intense 
 
Neither growth nor peptidase formation occurred on flax fibers, rose hip and tea 
pomace and sheep wool. No or slow growth and peptidase formation was found with 
combinations of gluten powder and hemp, peanut shells or wood extracts, or with soy 
feed and its combinations with the extracts. Highest peptidase yields were obtained 
from cultures grown on draff, gluten pellets, hemp fiber, sheep wool plus standard 
medium and from some cultures with combined substrates: gluten pellets plus peanut 
shell extract and soy feed plus sheep wool (30 – 60 kaU mL-1) (Figure 6). Starting on 
day six numerous droplets appeared on the liquefying surface of the gluten pellet-
mycelium agglomerate. After the eleventh day, samples of the droplets showed a 
dramatically increasing peptidolytic activity which culminated at a maximum of over 
160 kaU mL-1. In the course of the following week the pronounced gradient of 
peptidolytic activity between surface and interior of the pellets decreased, and 
eventually a constant difference remained, indicating a possible effect of the better 
oxygen access of the outer layers. 
It may be argued that at least a part of the peptidases formed in surface cultures 
were adsorbed onto some of the lignocellulosic materials. If so, this activity would 
have been eluded from measurement, and the advantage of the surface culture 
variant would have been even more distinct: The average peptidase activity of 
Flammulina velutipes in gluten supplemented submerged culture ranged from 12 –
 16 kaU mL-1 only. 
 
Figure 6
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Figure 7
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study were sensorially evaluated by a group of ten trained, non-bitter blind panellists. 
None of them exhibited any detectable bitter properties in the actual concentrations, 
although L-prolin is abundant in wheat gluten. This observation in combination with 
the high degrees of hydrolysis suggests that one of the peptidases of F. velutipes 
may possess high prolyl-specificity. 
 
2.1.5 Conclusions 
All basidiomycetes used in this study grew well in a gluten enriched minimal medium. 
This demonstrated the ability of basidiomycetes to adapt to uncommon substrates 
and particularly their applicability for gluten degradation. Not all of the fungi showed 
peptidase activity using the azocasein assay, although gluten degradation was 
clearly visible. Obviously, the standard substrate Azocasein is not suitable for 
detecting all peptidolytic activities of basidiomycetes. Flammulina velutipes showed 
by far the highest peptidase activity. Conditions of cultivation markedly affected the 
peptidase yields. High productivity was achieved by cultivation on surface cultures: 
Compared to submerged cultivation the total peptidase activity increased six-fold in 
the koji-type cultures using the same substrate. Koji produced with F. velutipes 
hydrolyzed wheat gluten to a degree of 63 %. A further analysis of the decomposition 
process requires the characterization of the extracellular peptidases of F. velutipes 
on the molecular level. Preliminary experiments showed that common peptidase 
inhibitors fail for some of the enzymes indicating that novel types of peptidases may 
be involved. 
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Tabelle 4: Aktivität verschiedener Enzyme in SNL- (Standardnährmedium) und 
Glutenkulturen von F. velutipes detektiert mit einem API-ZYM® Assay. Die Werte zwischen 
0 – 5 zeigen die detektierte Aktivität (0 = nicht aktiv, 5 = sehr aktiv). 
Nr. Enzym F. velutipes Kultur in 
SNL, 
Alter: 8 Tage 
F. velutipes 
Glutenkultur (4 %), 
Alter: 7 Tage 
1 Kontrolle gelblich (ok) gelblich (ok)
2 Alkaline phosphatase 5 2
3 Esterase 3 2
4 Esterase Lipase 4 2
5 Lipase 1 1
6 Leucine arylamidase 5 5
7 Valine arylamidase 4 2
8 Cystine arylamidase 0 0
9 Trypsin 0 0
10 Alpha-chymotrypsin 0 1
11 Acid phosphatase 5 5
12 Naphtol -phosphohydrolase 5 4
13 Alpha-galactosidase 3 3
14 Beta-galactosidase 5 5
15 Beta-glucoronidase 0 0
16 Alpha-glucosidase 0 5
17 Beta-glucosidase 5 5
18 N-acetyl-beta-glucosaminidase 5 5
19 Alpha-mannosidase 2 1
20 Alpha-fucosidase 0 3
 
 
2.2.2 Identifizierung der Peptidasen im Kulturunterstand 
F. velutipes generierte bei Induktion mit Gluten bis zu acht verschiedene 
extrazelluläre Peptidasen. Durch Sequenzierung und substratspezifische 
Aktivitätstests konnte für die meisten dieser Enzyme sichergestellt werden, dass es 
sich nicht um Isoenzyme handelt. Die Peptidasen wurden zunächst unaufgereinigt 
charakterisiert. 
Die Visualisierung erfolgte mittels Gelatinezymografie. In unaufgereinigten 
Kulturunterständen war die Konzentration der Peptidasen stets so gering, dass sie 
mittels normaler SDS-PAGE und anschließender Coomassie- oder Silberfärbung 
nicht angefärbt, oder von anderen, höher konzentrierten Proteinen überlagert 
wurden, so dass eine eindeutige Zuordnung nicht möglich war. 
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Tabelle 5: Benennung der extrazellulären Peptidasen entsprechend ihres nativen 
Molekulargewichts. 
Molekulargewicht in der Zymografie Benennung 
250 kDa Fvp250 
150 kDa Fvp150 
75 kDa Fvp75 
37 kDa Fvp37 
35 kDa Fvp35 
32 kDa Fvp32 
27 kDa Fvp27 
15 kDa Fvp15 
 
Bei der Kultivierung von F. velutipes auf anderen Substraten wich die 
Zusammensetzung des extrazellulären Peptidasegemisches zum Teil stark von dem 
mit Gluten gebildeten ab (Abbildung 12). 
Substrate, die eine besonders induzierende Wirkung auf die Peptidaseaktivität hatten 
(Hanffaser, Biertreber und Schafwolle), erzeugten auch besonders individuelle 
Peptidasesekretionsmuster. Gößere Unterschiede in der Peptidasesekretion im 
Vergleich zur Kultivierung mit Gluten fielen bei der Kultivierung auf Biertreber auf, wo 
nur Fvp250 und Fvp150 gebildet wurden. Auf Hanffaser war eine besonders starke 
Ausbildung von Fvp75 zu erkennen, Fvp27 war nicht vorhanden. Auf Schafwolle 
wurden Fvp250, Fvp150 und Fvp32 sowie eine Peptidase mit nativer Molmasse von 
ca. 65 kDa gebildet. 
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Aus den Ergebnissen der präparativen IEF ließen sich die ungefähren isoelektrischen 
Punkte der F. velutipes Peptidasen mittels Gelatinezymografie bestimmen (siehe 
Tabelle 6). Für die Fvp17 konnte zunächst kein pI bestimmt werden, da dieses 
Enzym nur in bestimmten Puffersystemen aktiv ist. Der pI wurde unter Verwendung 
eines geeigneten Puffers zu einem späteren Zeitpunkt bestimmt, er lag bei pH 4 
(siehe Anhang). 
 
Tabelle 6: Isoelektrische Punkte der extrazellulären Peptidasen von F. velutipes 
Peptidase pI 
Fvp250 5,5 
Fvp150 7,1 
Fvp75 4,5 
Fvp37 4,0 
Fvp35 3,9 
Fvp32 3,9 
Fvp27 3,9 
Fvp15 3,9 
 
 
Peptidaseinhibition 
Zur Feststellung des katalytischen Typs der Peptidasen wurden Inhibitionsversuche 
mit Kulturüberstand durchgeführt. Als Substrat wurde Azocasein im photometrischen 
Assay und Gelatine in Form der Zymografie verwendet. Bei der Hydrolyse von 
Azocasein führte nur die Zugabe von EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) zu einer 
deutlichen, die Zugabe von PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) zu einer schwachen 
Aktivitätsverminderung (siehe Tabelle 7). Die Peptidaseinhibition wurde zusätzlich 
unter Zuhilfenahme von Zymografien durchgeführt, um die Inhibitionswirkung auf die 
einzelnen Peptidasen differenziert beobachten zu können. 
Für die Überprüfung der inhibierenden Wirkung auf einzelne Peptidasen mittels 
Zymografie wurden die Proben vor der PAGE mit verschiedenen Inhibitoren 
vermischt und über 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zusätzlich wurde das 
Gel nach dem Lauf zum Teil in inhibitorhaltigen Puffern inkubiert. Enzymhemmung 
sollte sich durch ein Ausbleiben einer Entfärbungsbande zeigen. Die Ergebnisse 
waren nicht eindeutig. Im Azocasein Assay wurde besonders mit EDTA ein 
inhibitorischer Effekt erzielt, dies war aber nicht in der Zymografie der Fall 
(Abbild
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2.3 Konzentrierung und Aufreinigung von Peptidasen aus 
F. velutipes Kulturunterständen 
 
2.3.1 Vorreinigung des Peptidasegemisches mittels Hydrophober 
Interaktionschromatografie 
Die durch Kultivierung von F. velutipes auf Koji Gluten erzeugten, peptidasereichen 
Kulturunterstände wurden als Ausgangsmaterial für die Aufreinigung der 
extrazellulären Peptidasen verwendet. Hierfür wurde ein mehrstufiger 
Aufreinigungsprozess entwickelt. 
Zunächst wurde die Aufreinigung einzelner Peptidasen aus dem Kulturunterstand 
von F. velutipes mittels Hydrophober Interaktionschromatografie (HIC) versucht. 
Hierzu wurden unterschiedlich substituierte Säulen am BioRad Duo Flow System 
(Fast Protein Liquid Chromatography, FPLC) auf ihre Eignung hierfür getestet. 
Obwohl ein Aufreinigungseffekt erkennbar war, erwies sich keine der verwendeten 
Säulen als ideal für die vollständige Reinigung einer einzelnen Peptidase. Allerdings 
war die Abtrennung aller Peptidasen gemeinsam von störenden Substanzen aus 
dem Kulturüberstand mit allen HIC-Säulen, die eingesetzt wurden, möglich. Es 
wurden 1 mL Säulen mit den Matrices Octyl Sepharose FF, Butyl Sepharose HP, 
Phenyl Sepharose (low sub) FF und Phenyl Sepharose (high sub) FF verwendet. 
Hierzu wurde die mit 1 M Ammoniumsulfat in Endkonzentration versetzte Probe auf 
die ebenso konditionierte Säule aufgetragen, der Durchbruch abgespült und die 
Peptidasen danach mit 50 mM Phosphatpuffer eluiert. Bei 1 M Konzentration von 
Ammoniumsulfat waren alle Peptidasen an die Säule gebunden. So konnte ein 
Großteil der unerwünschten Substanzen (Polysaccharide, Aminosäuren) des 
Kulturüberstandes abgetrennt werden (siehe Abbildung 20 und Abbildung 21). Diese 
Methode wurde im Folgenden als erster Aufreinigungsschritt verwendet, optimiert 
und auf einen größeren Maßstab (20 mL und 200 mL Phenyl Sepharose (high sub) 
FF) übertragen. Die Aktivitätsverluste lagen unter 5 %. 
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2.4 Sequenzierung und Charakterisierung der aufgereinigten 
Peptidasen aus F. velutipes 
 
2.4.1 Sequenzierung 
Proben zur Sequenzierung wurden von allen Peptidasen gewonnen. Insgesamt 
wurden ca. 80 Peptidsequenzen erhalten, von denen aber viele, trotz guter Qualität, 
keiner homologen Sequenz zugeordnet werden konnten. Auf die Sequenzen von 
Fvp150 und Fvp35 traf dies besonders zu. Da diese Sequenzen aber reproduzierbar 
waren, kann angenommen werden, dass es sich um Peptidasen handelte, auch 
wenn keine Homologien zu bekannten Familien bestanden. Es gab bei der 
Sequenzierung zudem Hinweise auf bestehende Glycosydierungen einiger 
Peptidasen, was bei extrazellulären Enzymen nicht ungewöhnlich ist und zu 
Problemen bei der Sequenzierung führen kann [53]. Vier weitere Peptidasen wiesen 
hohe Homologien zu  bekannten Peptidasefamilien auf (Tabelle 9). 
 
Der Expect (E) value ist ein Parameter, der die zu erwartende Anzahl an Treffern 
beschreibt, die beim Abgleich einer Sequenz mit einer Datenbank bestimmter Größe 
zu erwarten sind. Er dient dazu, die Wahrscheinlichkeit abschätzen zu können, mit 
der eine gefundene Übereinstimmung nur rein zufällig besteht. Die Signifikanz eines 
Treffers ist umso höher, je niedriger der E-value ist [54]. 
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Tabelle 9: Klassifizierung von F. velutipes Peptidasen mittels Peptidsequenzvergleich. 
Peptidase Peptidsequenz Klassifizierung Homologie zu Accession. no. E-value 
Fvp150 
LAPEGTLGAWPGDNT
NNCAQGYNCPAPSLT
LDPYDVFGTR 
Unbekannt Hypothetical protein CC1G_09442  [Coprinopsis cinerea okayama7#130] XP_001834028.2 2e-06 
GLFLNDEQPGLQLWA
MEK Unbekannt 
Hypothetical protein CC1G_09442  
[Coprinopsis cinerea okayama7#130] XP_001834028.2 0.002 
Fvp37 
LGLLDTGLDYTHPALG
GGFGEGFK Peptidase S08 
Subtilisin Carlsberg [ 
[Verticillium albo-atrum VaMs.102] 
Hypothetical protein MPER_02153  
[Moniliophthora perniciosa FA553] 
XP_002999612.1 
 
XP_002397422.1 
7e-05 
 
1e-08 
VFGCSGFVSDDVLVD
ALLR Peptidase S08, Unterfamilie 5 Subtilisin-like protease [Pleurotus ostreatus] CAG25549.1 2e-05 
AEGEDADVQTTHLLT
GVDK Peptidase S08 
Peptidase  
[Coprinopsis cinerea okayama7#130] XP_001830835.2 0.21 
Fvp32 
YCGLVGGQSLDFSTL
DSELK Peptidase S41  
Hypothetical protein SCHCODRAFT_85499 
[Schizophyllum commune H4-8] XP_003030025.1 9e-07 
QDGFFSSYQR Peptidase S41 Hypothetical protein MPER_09715 [Moniliophthora perniciosa FA553] XP_002390931.1 133 
LGYGLDDPSEPEEWQ
DRPADVNLPLTVDLA
NNPAK 
Carboxylprotease, 
Peptidasefamilie S41A  
Hypothetical protein SCHCODRAFT_70503 
[Schizophyllum commune H4-8] XP_003027703.1 3e-07 
ATFGLSDVTHLDDAA
GALR 
Lysosomal Pro-X 
Carboxypeptidase 
Hypothetical protein SCHCODRAFT_72113 
[Schizophyllum commune H4-8] XP_003036699.1 0.002 
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Peptidase Peptidsequenz Klassifizierung Homologie zu Accession. no. E-value 
 
Fvp27 
FCDALEVK Endoprotease  
Endoprotease  
[Coprinopsis cinerea okayama7#130] XP_001837581.2 44 
LVNVETNYDAR Serincarboxypeptidase S28  Predicted protein [Laccaria bicolor S238N-H82] XP_001876958.1 0.019 
EATMNAEGVELQSTD
R Putative serine protease 
Hypothetical protein SCHCODRAFT_255047 
[Schizophyllum commune H4-8] XP_003038010.1 2.8 
NNLWDWQSLQTNSG
PGTQFTK Serinecarboxypeptidase S28  
Predicted protein [Laccaria bicolor S238N-
H82] XP_001876958.1 9e-07 
ATFGLSDVTHLDDAA
QLR Putative serine protease 
Hypothetical protein SCHCODRAFT_72113 
[Schizophyllum commune H4-8] XP_003036699.1 3.8 
LPPYNTVYYFDQLLDH
DDASK Putative serine protease 
Hypoth. protein SCHCODRAFT_255047 
[Schizophyllum commune H4-8] XP_003038010.1 3e-08 
DAWLQADVNR Fungalysin metallopeptidase (M36) 
Metalloprotease MEP2  
[Coprinopsis cinerea okayama7#130] XP_001839300.2 55 
Fvp15 
LQPCNPTLVSAR 
 
Fungalysin metallopeptidase 
(M36) 
Predicted protein [Laccaria bicolor S238N-
H82] XP_001882070.1 0.27 
ATTALCSGTTVSAR 
 Mikrobielle Collagenase 
Mikrobielle Collagenase  
[Micromonospora sp. L5] ZP_06399128.1 131 
SYPYSTSATTNPLR Metallopeptidase Fungalysin (M36) 
Predicted protein [Laccaria bicolor S238N-
H82] XP_003033607.1 0.002 
VTSVLNAVANENSSS
R 
Metallopeptidase 
Deuterolysin M35, 
Metalloproteinase 8 
Hypothetical protein CC1G_12425  
[Coprinopsis cinerea okayama7#130] XP_001839153.2 6e-04 
DASAPTNPASTAGNA
VWLHLLLDALK 
Metallopeptidase Fungalysin 
(M36) 
Metalloprotease  
[Coprinopsis cinerea okayama7#130] XP_001835337.1 0.014 
LSDTDDVTYGCDADQ
ALSDAQSLR 
Metallopeptidase 
Deuterolysin M35 
Hypothetical protein SCHCODRAFT_83719 
[Schizophyllum commune H4-8] XP_003037751.1 5e-07 
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Anhand der Sequenzierungsergebnisse ließen sich vier extrazelluläre Peptidasen 
aus F. velutipes eindeutig zuordnen. Fvp37 gehört zur Familie S8A (Subtilasen) vom 
Clan SB. Diese Familie besteht aus extrazellulären Serinendopeptidasen. Fvp32 
gehört zur Familie der S41 Carboxypeptidasen und Fvp27 zur Familie der 
prolylspezifischen Exopeptidasen (Familie S28). Fvp15 ist eine Metallopeptidase, die 
sich der Familie der Deuterolysine (M35) zuordnen lässt, jedoch auch Homologien zu 
den Fungalysinen (M36) aufweist. 
 
In Tabelle 10 wird ein kurzer Überblick über die Peptidasefamilien gegeben, denen 
Peptidasen aus F. velutipes zugeordnet werden konnten. Die Beschreibung der 
Peptidasefamilien basiert auf der MEROPS Peptidase Database [55]. In dieser 
online-Datenbank werden Peptidasen nach Sequenzhomologie und gemäß ihres 
katalytischen Typs in Clans und Familien gruppiert, wobei Clans aus Familien 
bestehen, bei denen aufgrund von strukturellen Gemeinsamkeiten auf eine 
gemeinsame Abstammung geschlossen werden kann. Der erste Buchstabe des 
Clans bezeichnet den katalytischen Typ: A = Aspartat; C = Cystein; G = 
Glutaminsäure; M =  Metallo; S = Serin; T = Threonin und U = unbekannt, der zweite 
Buchstabe ist eine systematische alphabetische Benennung. 
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Tabelle 10: Zuordnung der F. velutipes Peptidasen gemäß der MEROPS Peptidase 
Database. 
Peptidase 
aus  
F. velutipes 
Clan Peptidasefamilie Katalytischer Typ 
Fvp150 ? ? ? 
Hohe Homologie zum “Hypothetical 
protein CC1G_09442 aus Coprinopsis 
cinerea okayama7#130“, es ist aber 
keine Zuordnung zu einer 
Peptidasefamilie möglich. 
Fvp37 SB S08 Subtilisine 
Peptidasefamilie S08 besteht aus der 
Serinpeptidase Subtilisin und 
homologen Enzymen. 
Fvp32 SK S41 
C-terminal 
processing peptidase 
family 
Peptidasefamilie S41 besteht aus 
Serin-Endopeptidasen (wurden bisher 
noch nicht in Pilzen identifiziert). 
Fvp27 SC S28 Prolylspezifische Serinexopeptidasen 
Peptidasefamilie S28 besteht aus Exo-
Peptidasen die Prolylbindungen 
hydrolysieren (wurden bisher nur in 
Eukaryonten gefunden). 
Fvp15 MA M35 Deuterolysine 
Peptidasefamilie M35 besteht aus 
Metallo-Endopeptidasen (wurden 
bisher nur in  Pilzen und Bakterien 
gefunden) 
 
 
Anhand von Sequenzvergleichen mit dem Programm ClustalW [56] konnte eine hohe 
Homologie aller drei von Fvp37 bekannten Partialsequenzen mit der Subtilase 
S08.139 (PoSl (Pleurotus ostreatus)-type Peptidase) aus P. ostreatus festgestellt 
werden (Abbildung 27). PoS1 ist ein monomeres Glycoprotein mit einer molaren 
Masse von 75 kDa [10]. 
 
Fvp27 gehört zur Familie S28. Diese Peptidasen weisen meist eine hohe Spezifität 
für Prolylbindungen auf, wobei die meisten Enzyme dieser Familie als Exopeptidasen 
Mono-, Di- oder Tripeptide vom N- oder C-Terminus abspalten. Durch 
Sequenzabgleich mir ClustalW zeigte sich, dass alle Fvp27 Partialsequenzen hohe 
Homologien zur “Acid prolyl endopeptidase“ S28.004, einem hypothetischen Protein 
aus Laccaria bicolor (S238N-H82) aufwiesen (Abbildung 28). Daher gehört Fvp27 mit 
großer Wahrscheinlichkeit ebenfalls zur Gruppe S28.004. 
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2.4.3 Bestimmung der Substrat- und Spaltstellenspezifität 
 
Bestimmung der Substratspezifität mit Azocasein und Azogelatine 
Der Azocasein Assay wurde mit einzelnen, aufgereinigten Peptidasen wiederholt. 
Hierbei zeigte sich, dass nur Fvp150 Azocasein effektiv hydrolysieren konnte. Fvp27 
und Fvp15 hydrolysierten Azocasein minimal, die restlichen Peptidasen überhaupt 
nicht. Dieses Ergebnis war überraschend, da Azocasein eigentlich ein Substrat ist, 
welches von einer Vielzahl von Peptidasen abgebaut werden kann. Um dieses 
Ergebnis zu überprüfen, wurde daher zusätzlich noch Azogelatine als ein weiteres 
Substrat synthetisiert. Aus der Gelatinezymografie war bekannt, dass alle 
aufgereinigten Peptidasen das Substrat Gelatine abbauen konnten. Im Azogelatine 
Assay war das Ergebnis jedoch das Gleiche wie mit Azocasein: Auch Azogelatine 
wurde neben dem Peptidasekonzentrat nur von Fvp150 hydrolysiert. F. velutipes 
Peptidasekonzentrat, welches Azocasein mit einer Aktivität von 1,1 MaU abbaute 
hatte unter den gleichen Reaktionsbedingungen mit Azogelatine eine peptidolytische 
Aktivität von 0,6 MaU. 
 
Abbildung 37: Relative Peptidaseaktivität einzelner Peptidasen mit den Substraten 
Azocasein und Azogelatine. 
Das Ergebnis war nicht eindeutig zu interpretieren. Denkbar wäre, dass die 
unspezifisch an das Substrat gebundenen Sulfanilgruppen die Konformation des 
Proteins so veränderten, dass es von einigen Peptidasen nicht mehr erkannt wurde. 
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ebenfalls keine bekannte Aktivität mit den getesteten Substraten. Die Ergebnisse 
bestätigen also in allen vier Fällen die postulierten Familienzugehörigkeiten. 
 
Bestimmung der Substratspezifität mit RP-HPLC Analytik 
Zur Bestimmung der Substratspezifität wurden Inkubationsversuche mit 
verschiedenen Substrat / Enzymkombinationen durchgeführt (Tabelle 12). Die 
resultierenden Substrathydrolysate sowie Blindwerte für Substrat und Enzym wurden 
underivatisiert mittels RP-HPLC analysiert, wobei bei 225 nm die Absorption der 
Peptidbindungen detektiert wurde. Da bei dieser Methode das Bindungsverhalten der 
Peptide und Proteine an die Säule von deren Hydrophobizität abhing, lässt diese Art 
der Analytik keine Aussage über die Molmasse der aufgetrennten Peptide zu. Die 
Ab- und Zunahmen von Peaks wurden daher als Veränderungen aufgrund 
peptidolytischen Abbaus interpretiert, ohne diese genau zuzuweisen. 
 
Tabelle 12: Via RP-HPLC analysierte Enzym / Substratkombinationen 
Peptidase Substrat Beobachtungen 
Peptidasekonzentrat Protamin (Peptidmischung) 
Deutliche Veränderungen im Peptidmuster 
durch Hydrolyse 
Fvp15 Protamin (Peptidmischung) 
Deutliche Veränderungen im Peptidmuster 
durch Hydrolyse, Zunahme hydrophiler 
Peptide 
Fvp37 Angiotensin Deutliche Veränderungen im Peptidmuster durch Hydrolyse 
Peptidasekonzentrat Casein Deutliche Veränderungen im Peptidmuster durch Hydrolyse 
Fvp37 Casein Keine Veränderungen, Casein liegt nicht in Lösung vor 
Fvp27 Casein Geringe Veränderungen im Peptidmuster durch Hydrolyse 
Fvp150 Casein Deutliche Veränderungen im Peptidmuster durch Hydrolyse 
 
Protamin aus Lachs, ein Stoffgemisch aus stark basischen Peptiden, besteht zu 
mehr als zwei Dritteln aus L-Arginin. Protamin ist ein bevorzugtes Substrat für 
Deuterolysine (M35). Daher lag es nahe zu überprüfen, ob auch Fvp15 dieses 
Substrat hydrolysieren konnte. Hierfür wurde Protamin mit jeweils 
Peptidasekonzentrat und Fvp15 über 2 h bei 40 °C inkubiert. Die resultierenden 
Hydrolysate wurden mittels RP-HPLC getrennt. Wie in den Chromatogrammen zu 
sehen ist, änderte sich sowohl bei dem Einsatz von Peptidasekonzentrat 
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2.4.4 Bestimmung der optimalen Reaktionsbedingungen für Fvp150, Fvp37 
und Fvp27 
Fvp37 
Die peptidolytische Aktivität von Fvp37 wurde mit dem Substrat Suc-Ala-Ala-Pro-
Phe-pNA bei unterschiedlichen Temperaturen, pH Werten und Zusätzen bestimmt. 
Die Aktivität von Fvp37 war bei 40 °C am höchsten und blieb bis 50 °C stabil 
(Abbildung 48). Der optimale pH Wert war pH 7,5 (Abbildung 49), wobei Fvp37 eine 
starke Abhängigkeit vom verwendeten Puffersystem zeigte. So betrug die Aktivität 
bei Inkubation in HEPES Puffer, pH 7,5, 50 mM nur 40 % der bei Inkubation in Tris, 
pH 7,5, 50 mM gemessenen Aktivität. Die peptidolytische Aktivität von Fvp37 konnte 
zudem durch die Zugabe verschiedener Salze (Natriumchlorid und Calziumchlorid) 
gesteigert werden. Besonders erwähnenswert ist, dass die maximale Aktivität erst bei 
sehr hoher NaCl Konzentration (3 M) erreicht wurde (Abbildung 50). Calziumchlorid 
hatte dagegen eine geringe aktivitätssteigernde Wirkung, die bei der Zugabe von 
60 mM CaCl2 maximal war (Abbildung 51). 
Für die aufgereinigte Fvp37 wurde die inhibitorische Wirkung von 
Serinpeptidasehemmern überprüft. PMSF und Antipain hatten auch in geringen 
Konzentrationen eine starke inhibitorische Wirkung (9 % bzw. 11 % Restaktivität), 
AEBSF hemmte kaum (79 % Restaktivität), und durch die Zugabe von Aprotinin 
wurde die Aktivität gesteigert (135 % Aktivität) (Abbildung 52). Durch Zugabe von 
1 mmol L-1 EDTA, einem Metallopeptidaseinhibitor, wurde die Aktivität kaum 
vermindert (93 % Restaktivität). 
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Tabelle 14: Zusammenfassung der Charakterisierung von Fvp37. 
Fvp37  
Familie 
Unterfamilie 
Serinendopeptidase (Subtilase) S08 
Pleurotus ostreatus-type Peptidase S08.139 
Native Molmasse 37 kDa 
Denaturierte Molmasse 37 kDa 
Isoelektrischer Punkt (pI) 4 
Substrate Ala-Ala-Pro-Phe-pNA, Gly-Gly-Leu-pNA, BSA, Angiotensin, Gelatine 
Optimale 
Reaktionsbedingungen 
40 °C in Tris, 50 mM, pH 7,0 + 3 M NaCl und  
60 mM CaCl2 
 
Tabelle 15: Zusammenfassung der Charakterisierung von Fvp32. 
Fvp32  
Familie C-terminal processing peptidase family S41 
Native Molmasse 35 kDa 
Isoelektrischer Punkt (pI) 4 
Substrate BSA, Gelatine 
 
Tabelle 16: Zusammenfassung der Charakterisierung für Fvp27. 
Fvp27  
Familie 
Unterfamilie 
Prolylspezifische Serinpeptidase S28 
Acid prolyl endopeptidase S28.004 
Native Molmasse 27 kDa 
Denaturierte Molmasse 49,7 kDa 
Isoelektrischer Punkt (pI) 3,8 
Substrate Gly-Pro-pNA, Casein, Gelatine 
Optimale 
Reaktionsbedingungen pH 5,5 in MES 50 mM und bei 45 °C 
 
Tabelle 17: Zusammenfassung der Charakterisierung von Fvp15 
Fvp15  
Familie Metalloendopeptidase Deuterolysine(like) M35 
Native Molmasse 15 kDa 
Denaturierte Molmasse 12,7 kDa 
Isoelektrischer Punkt (pI) 3,8 
Substrate BSA, Gelatine, Protamin 
Optimale 
Reaktionsbedingungen 
pH 5,5 50 mM MES and Natriumsuccinat pH 5,5, 
50 mM 
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2.5 Formation of Sotolon – Enzyme Catalysis or Chemical 
Reaction? 
 
9th Wartburg Symposium on Flavor Chemistry & Biology, April 13th – April 16th, 2010, 
Eisenach, Germany, in press 
 
U. Krings, A. Grimrath, D. Linke, S. Schindler, R. G. Berger 
 
Institut für Lebensmittelchemie im Zentrum Angewandte Chemie, Gottfried-Wilhelm-Leibniz 
Universität Hannover, Callinstraße 5, D-30167 Hannover, Germany 
 
2.5.1 Abstract 
The basidiomycete Laetiporus sulphureus (edible “chicken mushroom”) imparted a 
strong seasoning odour when grown on a substrate containing wheat gluten as the 
sole carbon and nitrogen source. Secreted fungal peptidases hydrolysed the gluten 
substrate, and numerous potent heterocyclic flavours, among them sotolon (3-
hydroxy-4,5-dimethyl-2[5H]-furanone), emerged in the liquefying hydrolysate. 
Presumed precursors of sotolon, such as acetaldehyde, α-ketobutyric acid, α-
ketoglutaric acid, glutamic acid, isoleucine, and ascorbic acid were added to the 
fungal cells. Upon addition of isoleucine and ferrous irons sotolon became 
measurable within two days. Small amounts of 4-hydroxyisoleucine (HIL) were 
identified in the culture supernatant of L. sulphureus by HPLC-FD and LC-SIM-
MS/MS. Hence, an enzymatic formation of sotolon via HIL cannot be excluded; 
however, balancing biochemical vs chemical pathways, a slow chemical 
hydroxylation of the isoleucine released during the enzymatic hydrolysis of gluten 
seems more likely, because Fe3+ was a regular constituent of the culture medium. 
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2.5.2 Introduction 
The enzymatic hydrolysis of plant proteins belongs to the traditional food 
biotechnologies and produces seasonings with meat-like odour and taste. Substrates 
rich in glutamine, such as soybean flour or wheat gluten are maturated for weeks or 
months in the presence of peptidases secreted by mixed microbial populations of 
Aspergilli, Lactobacilli and yeasts. In search for other organisms generating 
extracellular peptidases, wood-destroying basidiomycetes do not appear to be 
preferable candidates. However, when grown on various standard nutrient media or 
on agro-industrial side streams, many species examined produced several 
extracellular peptidases from different families. 
Surface cultures of Laetiporus sulphureus imparted a strong seasoning odour when 
grown on a wheat gluten substrate. Numerous potent heterocyclic flavours, among 
them sotolon, were identified. This compound, also known as caramel-, sugar-, or 
fenugreek-lactone, occurs naturally in fenugreek and lovage and is one of the most 
powerful flavour compounds known. It was also found in fermented foods, such as 
wine, sake, salami, and seasonings (Sulser lactone), and in over-stored soft drinks. It 
has a typical and annoyingly stable odour reminiscent of fenugreek and curry at high 
concentrations, and caramel / maple syrup / burnt sugar attributes at concentrations 
near its threshold [60], [61], [62]. Although the flavour of both enantiomers is quite 
similar, the perception threshold of (S)-sotolon (0.8 µg L-1) in dilute alcoholic solution 
(12 %) is >100 times lower than that of (R)-sotolon (89 µg L-1). 
Because of the very low natural abundance of sotolon, commercial recovery from 
plant sources appears impossible and this, in turn, has stimulated the search for 
biotechnological routes of production. Sotolon has been reported as a distinctive 
flavour compound of mushrooms such as Huitlacoche (Ustilago maydis), Oyster 
mushroom (Pleurotus sp.), and Tawny lactarius (Lactarius helvus) [63], [64]. 
However, little work was reported on cellular approaches on the generation of natural 
sotolon. Peraza-Luna et al. [65] have detected sotolon in hairy root cultures of 
fenugreek (Trigonella foenum-graecum) in both flask cultures and an airlift bioreactor. 
Two papers [66] [67] describe the formation of sotolon using various microorganisms 
with Agaricus blazei showing the highest conversion rates. A biochemical pathway 
has not been described yet. 
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2.5.3 Experimental 
 
Cultivation of Laetiporus sulphureus 
L. sulphureus (isolated from wood in Lower Saxony, Germany, and identified 
according to ITS squences) precultured on agar slants and inoculated in 250 mL 
Erlenmeyer flask containing liquid minimal medium and gluten pellets (Nestle, PTC, 
Singen, Germany) was grown as surface culture for two month in dim light at room 
temperature. A portion of 50 g of gluten pellets was heat sterilised and then mixed 
with 80 mL of minimal medium (1.5 g L-1 KH2PO4, 0.5 g -1 MgSO4, and 1 mL -1 trace 
element solution; FeCl3 x 6 H2O, 0.08 g L-1; ZnSO4 x 7 H2O, 0.09 g L-1; MnSO4 x 
H2O, 0.03 g L-1; CuSO4 x 5 H2O, 0.005 g L-1, Titriplex III (EDTA), 0.4 g L-1, and 
adjusted to pH 6.0 with 1 M NaOH). 
 
GC-MS of volatiles 
Aliquots (25 mL) of the liquid culture medium were extracted three times with 20 mL 
azeotropic pentane/diethyl ether (1:1.2, v/v). The combined and dried (Na2SO4sicc.) 
organic phases were concentrated to approx. 1 mL and injected into Fisons GC 8000 
gas chromatograph connected to a Fisons MD 800 mass selective detector 
(interface: 230 °C, ion source: 200 °C, quadrupole: 100 °C, EI ionization (70 eV), 
scan range m/z 33-300 amu) equipped with a cool on-column injector, a Zebron ZB-
WAX (Phenomenex, USA) fused silica capillary column (30 m x 0.32 mm i.d. x 
0.25 µm film thickness) and helium (38 cm s-1) as the carrier gas. 
 
HPLC-FD of amino acids 
100 µL borate buffer and 20 µL OPA-reagent were mixed with 10 µL internal 
standard (10 µM Glu-Glu) and 10 µL filtered (0.45 µm cellulose acetate) culture 
broth, reacted at ambient temperature for 2 min, and replenished with 50 µL of 1 M 
acetic acid. A 20 µL was injected onto a Shimadzu HPLC system (Shimadzu GmbH, 
Duisburg, Germany) equipped with a RF-10A XL fluorescence detector (excitation 
330 nm, emission 460 nm). Separation was performed using a Nucleodur C18 
Pyramid column (250 x 4 mm, 5 µm, Macherey-Nagel, Düren, Germany) at a flow 
rate of 1 mL min-1 using the following gradient system with methanol (A) and 0.1 M 
sodium acetate containing 0.044 % triethylamine at pH 6.5 (B): 0-5 min 10% A, 5 –
2 Ergeb
80 
 8 min 
relative
accord
 
HPLC-
A Varia
ESI po
50 °C, 
energy
(100 x 
 
2.5.4 
During 
peptida
well on
secrete
Format
 
Figure 6
mushro
 
nisse 
15% A, 8 
 composi
ing to an e
MS2 
n HPLC 2
sitive mod
drying ga
. The sam
4.6 mm) a
Results 
an exten
ses, static
 a whea
d peptidas
ion of a liq
0: Amino a
om Laetipo
– 40 min 6
tion of am
xternal ca
12-LC co
e: capillar
s 124 kPa
e gradien
nd ammon
ded scre
 surface c
t gluten s
es which 
uid phase
cid pattern
rus sulphur
0% A, 40
ino acids
libration cu
upled to a
y 30 V, ne
 at 200 °
t with 0.5
ium aceta
ening of 
ultures of 
ubstrate a
rapidly hy
 occurred 
 generated 
eus (“Chick
 – 50 min 
 was det
rve. 
 320-MS T
edle volta
C, and a
 mL min-1,
te instead 
basidiomy
L. sulphure
s the so
drolysed t
after 12 to
from gluten
en Polypor
90% A an
ermined i
riple Qua
ge 5000 V
rgon at 2
 a Pheno
of sodium
cota for 
us attract
le carbon
he sticky g
 15 days d
 by extrace
e”); isoleuc
d 50 – 60 
n triplicate
d LC- MS2
, nebulize
00 mPa a
menex 2.6
 acetate w
their capa
ed attentio
 and nitro
luten subs
epending 
llular pepti
ine marked
min 10 %
 and ca
 was use
r gas 379
nd 15 V c
 µm RP18
ere used. 
bility to 
n. The ce
gen sour
trate (Fig
on conditio
dases of th
. 
 A. The 
lculated 
d in the 
 kPa at 
ollision 
 phase 
secrete 
lls grew 
ce and 
ure 60). 
ns. 
 
e edible 
2 Ergebnisse 
81 
After a few weeks the hydrolysates started to impart a strong seasoning odour. GC-
MS analyses showed numerous heterocyclic flavours, among them sotolon 
(Figure 61). The chemical structures of these volatiles suggested that they were 
generated from the liberated amino acids through deamination, hydroxylation and 
cyclisation reactions. The fungal cells were incubated with compounds suggested by 
literature as sotolon precursors, such as acetaldehyde, α-ketobutyric acid, α-
ketoglutaric acid, glutamic acid, isoleucine, and ascorbic acid [65], [66]. When 
isoleucine and ferrous irons were supplemented, a measurable generation of sotolon 
started already after two days. Low concentrations of 4-hydroxyisoleucine (HIL) were 
identified in the culture supernatant of L. sulphureus using HPLC-FD and LC-SIM-
MS/MS (Figure 62). 
The protonated molecular ion of HIL at m/z 148 was selected for low energy collision 
induced fragmentation reaction to confirm HIL findings. The RI and fragmention 
pattern were compared to a standard of HIL. As HIL was neither identified in gluten 
nor in acid hydrolysates thereof, an enzymatic formation of sotolon via HIL cannot be 
excluded. However, balancing biochemical vs chemical pathways, a slow chemical 
hydroxylation of the isoleucine released during the gluten hydrolysis seems more 
likely, because Fe3+ was present as a constituent of the culture medium. 
 
O O O O O O O O
O O O O O O O O
OHOH
SotolonPantolactone5-Isopropyl-5H-
3-methyl-furan-2-one
4-Methyl-5H-
furan-2-one
4-Methyl-dihydro-
furan-2-one
3-Methyl-5H-
furan-2-one
3-Methyl-dihydro-
furan-2-one
4,5-Dimethyl-dihydro-
furan-2-one
 
Figure 61: Heterocycles in the supernatant of L. sulphureus on gluten. 
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3 Diskussion 
Einfluss der Kultivierung auf die Bildung von Peptidasen 
Bei der Kultivierung von 28 Agaricomyceten wurde nach Spezies gesucht, die bei 
Induktion mit Gluten extrazelluläre Peptidasen produzierten. Die Organismen wurden 
so gewählt, dass eine möglichst große Vielfalt unter den Arten erreicht wurde, wobei 
die Kriterien weniger die verwandtschaftliche Beziehung sondern mehr die 
Lebensweise der Arten umfassten. So wurden drei Pilze ausgewählt, die 
ausschließlich saprobiontisch in der Bodenstreu leben, die restlichen Basidiomyceten 
waren xylotroph und unterschieden sich in ihrer Pathogenität, Substratwahl (Laub- 
oder Nadelholz) und der Fäuleform, wobei die Mehrheit der gewählten Arten 
Weißfäulepilze waren. Es zeigte sich, dass fast alle Arten in der Lage waren, in 
submersen Kulturen, die Gluten als einzige C- und N-Quelle enthielten, zu wachsen. 
Dabei wurden neben Peptidasen mit dem API-ZYM® Assay auch eine Vielzahl 
anderer extrazellulärer Enzyme detektiert, die wahrscheinlich ebenfalls eine Rolle bei 
der Ernährung des Pilzes spielen. 
Der Substratabbau war dabei oft von einer Färbung des Kulturmediums begleitet, 
welches bei einigen Arten nach ein bis zwei Wochen eine tief dunkelbraune, opake 
Färbung bekam. Obwohl die Färbung auf einen verstärken Glutenabbau hindeutete, 
korrelierte sie nicht mit der gemessenen peptidolytischen Aktivität und könnte z. B. 
auch durch die Bildung von Melaminen oder Polyphenolen erklärt werden. Da das für 
diese Messung verwendete Substrat Azocasein allerdings nicht von allen Peptidasen 
gleich gut hydrolysiert werden kann, ist ein Zusammenhang zwischen Färbung und 
Peptidaseaktivität nicht auszuschließen. Es konnte ebenfalls keine Unterscheidung 
zwischen Weiß- und Braunfäulepilzen bezüglich ihrer Fähigkeit Gluten abzubauen 
gemacht werden, obwohl die Braunfäulepilze im Schnitt etwas länger brauchten, um 
die Idiophase zu erreichen. 
Als Organismus mit der höchsten Peptidaseproduktion erwies sich Flammulina 
velutipes, ein in Eurasien vorkommender, meist schwach parasitischer oder 
saprobiontischer Weißfäulepilz an Laubholz. Da dieser Pilz in Asien ein beliebter 
Speise- und Heilpilz ist, finden sich in der Literatur zahlreiche Veröffentlichungen und 
Patente, welche sich mit dessen Kultivierung und den gesundheitsfördernden 
Inhaltsstoffen befassen. Auch antibakterielle, antimikrobielle und antioxidative Effekte 
wurden nachgewiesen [68], [69]. 
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Eine extrazelluläre Peptidase (FVP-I) von F. velutipes mit einer Molmasse von 
37 kDa wurde bereits beschrieben [42], [43]. Diese fibrinabbauende Peptidase, 
welche aufgrund ihrer N-terminalen Anfangssequenz zur Familie der Fungalysine 
(M36) zugeordnet wurde, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht eindeutig 
nachgewiesen werden. Denn obwohl diese Peptidase mittels Gelatinezymografie 
nachweisbar sein soll, konnte sie in der vorliegenden Arbeit keiner Bande zugeordnet 
werden. Hierfür kann es verschiedene Gründe geben: 
1. Da in den Arbeiten von [42] und [43] ein F. velutipes Stamm aus Südasien, in 
dieser Arbeit jedoch ein Stamm aus Deutschland verwendet wurde, könnte es 
sein, dass diese Peptidase aufgrund genetischer Unterschiede im deutschen 
Stamm nicht konstitutiv generiert wird. 
2. Es wäre auch möglich, dass FVP-I nur auf dem beschriebenen Substrat 
(Kartoffelstärke) gebildet wird. 
3. Die wahrscheinlichste Erklärung ist, dass FVP-I in zu geringer Menge sekretiert 
wurde und deshalb von der im nativen Zustand gleich großen Fvp37 überlagert 
wurde. Als Beweis für diese Theorie kann herangezogen werden, dass in 
diversen Aufreinigungsversuchen (besonders Ionenaustauschchromatografie mit 
schwachem Anionentauscher, siehe Anhang) bei der Reinigungskontrolle via 
Zymografie mehrfach zwei 37 kDa große, peptidolytisch aktive Banden detektiert 
wurden, die in unterschiedlichen Fraktionen eluierten. Ein zweiter Beweis wäre, 
dass bei der Enzyminhibition mit PMSF, welches  Fvp37 hemmte, die Zymografie 
trotzdem noch eine abgeschwächte Bande entsprechender Größe zeigte. 
Bei der Sequenzierung von Fvp37 wurden aber trotzdem keine Proteinsequenzen 
generiert, welche auf eine M36 Peptidase hingedeutet hätten. Somit kann 
zusammenfassend festgestellt werden, dass die FVP-I zwar vermutlich auch bei der 
Induktion mit Gluten sekretiert wird und somit einen Anteil am Glutenabbau haben 
könnte, die vorhandene Menge jedoch zu gering war, um sie separat zu 
identifizieren. 
 
Bei der Kultivierung von F. velutipes auf unterschiedlichen Substraten sollte gezielt 
die Produktion extrazellulärer Peptidasen induziert werden. Dies ist besonders mit 
Gluten, Hanf, Biertreber und Schafwolle gelungen. Für einige der hier verwendeten 
und verwandte Substrate wurde eine peptidaseinduzierende Wirkung bereits für 
andere Mikroorganismen (besonders Ascomyceten) beschrieben [1]. 
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In industriellen Prozessen zur Peptidasegewinnung werden z. B. proteinreiche 
Substrate wie Sojabohnenmehl, Casein, Gelatine und Rückstände wie 
Getreidetrester unter Zugabe von kohlenhydratreichen Substraten wie Stärke, Gerste 
oder Laktose verwendet. Generell wird die Aktivität durch komplexere Substrate 
(Sojabohnenmehl, Weizenkleie) stärker induziert [70], [71]. Auch durch die 
Kombination verschiedener Substrate konnte die Peptidaseproduktion erfolgreich 
gesteigert werden (z. B. Reiskleie mit Reisschalen) [72]. Dieser Effekt wurde bei der 
Kultivierung von F. velutipes auf verschiedenen Substratkombinationen nicht 
beobachtet. 
In Versuchen mit verschiedenen Ascomyceten hemmten hohe Konzentrationen von 
Kohlenhydraten oder freien Aminosäuren die Peptidaseproduktion [70]. Die 
Produkthemmung der Peptidasen durch freie Aminosäuren wurde bei F. velutipes in 
Hydrolyseversuchen ebenfalls beobachtet (Daten nicht gezeigt) und ist ein Problem, 
welches durch die Entziehung der freien Aminosäuren aus dem Hydrolyseprozess 
gelöst werden könnte. 
Die Art der Kultivierung kann einen großen Einfluss auf das Mycelwachstum und die 
Art und Aktivität der produzierten Peptidasen haben. Die Konzentration der von 
Rhizoctoina solani sekretierten Peptidasen variierte z. B. in Abhängigkeit von 
Stickstoffverfügbarkeit und Stickstoffquelle. Bei Supplementierung mit organischem 
Stickstoff wurde das Wachstum und die Peptidaseproduktion angeregt, mit 
anorganischem Stickstoff hingegen gehemmt [73]. 
Besonders der pH-Wert sowie die Art und Textur des Substrates haben bei dem Koji-
Schimmelpilz Aspergillus sojae einen starken Einfluss auf die Peptidaseexpression. 
Der Pilz kann verschiedene Arten von Peptidasen produzieren (alkalische, saure und 
neutrale Endopeptidasen sowie Exopeptidasen), welche durch unterschiedliche 
Kultivierungskonditionen induziert werden. In kommerziellen Produktionsprozessen 
werden daher Konditionen gewählt, welche das beste Gesamtergebnis erzielen [74]. 
 
Auch die Wahl der Fermentationsart (Submers- oder Festbettfermentation) hat 
großen Einfluss auf die Peptidaseproduktion, was in dieser Arbeit auch für 
F. velutipes bestätigt worden ist. Bei einigen Ascomyceten (z. B. Aspergillus mucor) 
wurde die Peptidaseproduktion durch Erhöhung der Flüssigkeitsmenge deutlich 
verringert. [70], [75], [76]. Bei der Festbettfermentation wächst der Organismus direkt 
auf dem Substrat, welches nur wenig Wasser enthält [77]. Für A. oryzae, einen 
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Schlüsselorganismus in der Herstellung von Sojasoße, wurde nachgewiesen, dass 
nur bei Festbettfermentation (Koji) ein effektives Enzymsystem induziert wird, um 
Soja- und Weizenprotein abzubauen [78]. Eine Erklärung für die Peptidaseinduktion 
in Submerskulturen könnte die schlechte Zugänglichkeit der ausreichend 
vorhandenen Nährstoffe wegen des geringen Flüssigkeitsgehaltes in Koji-Kulturen 
sein. Dies konnte indirekt für A. oryzae nachgewiesen werden, der in einem 
Festbettfermenter verstärkt Gluconeogenese betrieb, was auf massive 
Versorgungsmängel hindeutete [78]. 
Die zum Zweck der Peptidasegewinnung entwickelte Kultivierungsmethode mit 
F. velutipes wurde wegen der Parallelen zum Koji-Prozess in der 
Sojasoßenherstellung Koji-Kultivierung genannt. Die dabei verwendeten, speziell für 
die Koji-Fermentation entwickelten Glutenpellets (dehydriertes und durch Extrusion 
pelletiertes Gluten) bewirkten bei Ascomyceten eine Steigerung der Enzymsekretion 
und somit eine Verbesserung des Gesamtpozesses, was z. B. für die beiden 
relevanten Koji-Pilze Aspergillus sojae und A. oryzae nachgewiesen wurde [79]. 
Auch für F. velutipes konnte gezeigt werden, dass die Kultivierung in Form einer 
Festbettfermentation, in welcher Koji-Gluten, das bis zum Sättigungspunkt mit 
mineral- und spurenelementhaltigem Wasser gesättigt wurde, eine 6-fache Erhöhung 
der sekretierten Peptidaseaktivität gegenüber submerser Kultivierung mit 
pulverförmigem Gluten bewirkte. 
 
F. velutipes zeigte bei der Kultivierung auf unterschiedlichen Substraten variierende 
Muster der Peptidasesekretion. Besonders auffällig waren dabei die der drei 
Substrate Hanffaser, Biertreber und Schafwolle, welche neben Gluten auch den 
stärksten induzierenden Effekt hatten. Beim Wachstum auf Biertreber wurden nur 
Fvp250 und Fvp150 gebildet, auf Hanffaser fehlte nur Fvp27 (prolylspezifische 
Peptidase) und die auf Gluten immer nur schwach bis nicht gebildete Fvp75 wurde in 
größerer Konzentration sekretiert. Beim Wachstum auf Schafwolle, supplementiert 
mit Vollmedium, war das Peptidasemuster besonders überraschend, da hier Fvp250, 
Fvp150, Fvp75 nur sehr schwach und die normalerweise in geringen 
Konzentrationen sekretierte Fvp32 (Carboxserinpeptidase) stärker vorhanden waren 
und zudem eine Peptidase mit nativer Größe von 65 kDa zu sehen war. 
Da sich die Substrate in Hinsicht auf Inhaltsstoffe, Textur und pH Wert stark 
unterschieden, scheint der Pilz in der Lage zu sein, Peptidaseexpressionsmuster an 
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die gegebenen Umstände anpassen zu können, wobei Fvp250 und Fvp150 
anscheinend auf jedem Substrat sekretiert wurden. Generell war auch eine 
Reduktion der Peptidasemenge messbar, wenn ein Substrat eine leicht verfügbare 
C-Quelle enthielt. So wurde z. B. durch die Zugabe von gut erschließbaren Stickstoff- 
oder Kohlenhydratquellen die Bildung von Peptidasen bei A. niger unterdrückt [80]. 
Die Kultivierung auf Hanf, Hopfen oder Schafwolle bewirkte dagegen eine allgemeine 
Steigerung der Peptidasesekretion, was eventuell auf fungizide Inhaltsstoffe dieser 
Substrate zurückzuführen ist. 
F. velutipes wuchs auf Substraten, welche einen niedrigen pH Wert hatten, sehr 
schlecht (Apfeltreber) oder überhaupt nicht (Hagebuttentreber, 
Sanddornpresskuchen). Von anderen Organismen ist bekannt, dass das 
Peptidaseexpressionsmuster bei hohen und niedrigen pH Werten variiert. So 
sekretiert der Agaricomycet Rhizoctonia solani (u. a. Kartoffelfäule) bei saurem pH 
Wert (pH 4 – 5) Peptidasen mit einem Optimum bei niedrigen pH Werten, bei 
Erhöhung des pH Wertes auf pH 7,5 des Mediums hingegen alkalische Peptidasen 
[73]. Viele Basidiomyceten sind in der Lage, bei schwach gepufferten Substraten den 
pH Wert des Mediums zu beeinflussen, wobei sich nach wenigen Tage Kultivierung 
oft ein saurer pH Wert einstellt, weshalb eventuell die Anpassung ihres 
Sekretionsmusters an wechselnde pH Werte in der Umgebung nicht notwendig ist 
[81]. Das peptidolytische Expressionsmuster von F. velutipes scheint jedenfalls nicht 
so flexibel zu sein. So wurden z. B. keine Hinweise darauf gefunden, dass exklusiv 
bei sehr niedrigen pH Werten Aspartatpeptidasen gebildet wurden wie bei R. solani. 
Da F. velutipes natürlicherweise in Holzkörpern wächst, deren pH Werte generell im 
sauren Bereich liegen [82], ist dies überraschend. Da für die Serinpeptidase Fvp27 
ein pH Optimum bei pH 5,5 und für die Metallopeptidase FVP-I bei pH 6 [43] 
nachgewiesen wurde, ist es aber möglich, dass F. velutipes auch so über eine 
ausreichende Aktivität von sauren Peptidasen verfügt. 
Auf der anderen Seite zeigte F. velutipes die Fähigkeit, auch bei pH Werten über 
pH 8 zu wachsen. Dies war für eine erfolgreiche Kultivierung mit Koji-Gluten sehr 
wichtig, da sich durch den fortschreitenden Abbau und die Verstoffwechselung des 
proteinogenen Substrats Ammoniumionen in der Kultur konzentrierten, was den pH-
Wert sukzessiv erhöhte. Diese pH Toleranz scheint eine Besonderheit bei 
F. velutipes zu sein. So stellte z. B. A. niger die Peptidasebildung bei Anhebung des 
pH Wertes in den alkalischen Bereich ein [80]. 
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Die Ergebnisse zeigen, dass es oft schwierig ist, die Auswirkungen eines Substrates 
oder einer Kultivierungsmethode auf die Sekretion von Peptidasen abzuschätzen, da 
beide den Organismus oft sehr komplex beeinflussen. Es stellt sich die Frage welche 
Funktionen die F velutipes Peptidasen neben dem Substratabbau haben könnten. 
Für den phytopathogenen Basidiomyceten R. solani wurde nachgewiesen, dass die 
Verfügbarkeit von Stickstoff im Nährmedium die Zusammensetzung der produzierten 
Peptidasen verändert, indem organisch gebundener Stickstoff sowohl das 
Mycelwachstum als auch die Peptidaseproduktion stimulierte. Bei Supplementation 
mit anorganischem Stickstoff fand keine Induktion statt [73]. Gleichzeitig induzierte 
die Anwesenheit von thermostabilen Proteinen aus Kartoffeln die Produktion von 
trypsinartigen Peptidasen, die Zugabe von Hefeextrakt hingegen die von Subtilisinen. 
Da die Bildung von Subtilisinen gleichzeitig die der trypsinartigen Peptidasen 
unterdrückt, wurde auf einen Mechanismus geschlossen, der den Pilz je nach 
verfügbarer Stickstoffquelle entweder saprobiontisch (Subtilisine) oder pathogen 
(trypsinartige Peptidasen) agieren lässt. 
Auch bei einigen Schimmelpilzen der Gattung Fusarium besteht eine klare 
Korrelation zwischen der Sekretion von trypsinartigen Peptidasen und der 
Pathogenität des jeweiligen Organismus, woraus eine direkte Beteiligung dieser 
Peptidasen am pathogenen Prozess gefolgert wurde [83]. 
Würde man einen ähnlichen Mechanismus für den ebenfalls fakultativ 
phytopathogenen F. velutipes annehmen, würde die Kultivierung auf Gluten also 
eher das saprobiontische Peptidasesystem aktivieren, was auch durch die 
Anwesenheit von Fvp37, einer Subtilase, untermauert wird. Aber obwohl auch 
R. solani ein Basidiomycet ist, wurden in den Genomen der Basidiomyceten 
U. maydis und C. cinerea keine homologen Sequenzen zu trypsinartigen Peptidasen 
(Familie S1) gefunden [55]. Dies deutet darauf hin, dass auch F. velutipes eventuell 
keine trypsinartige Peptidase bilden kann und somit auch keine Parallelen zu den 
gefundenen Peptidasen als Pathogenitätsindikatoren in R. solani und Fusarium sp. 
vorhanden sind. Auch im API-ZYM® Assay wurde im peptidasehaltigem 
Kulturüberstand keine trypsin- oder chymotrypsinartige peptidolytische Aktivität 
detektiert, was diese Vermutung unterstützt. 
Es wäre jedoch trotzdem denkbar, dass die von F. velutipes gebildeten Peptidasen 
weitere Funktionen haben. Eine Studie zur Peptidaseproduktion von gemeinsam 
kultivierten Mycorrhizapilzen und Saprobionten kam zu dem Ergebnis, dass vor allem 
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Peptidasen, welche im alkalischen Bereich aktiv waren, eine wichtige Rolle im 
Mycoparasitismus zu spielen scheinen, während Aspartatpeptidasen eher eine Rolle 
bei der Ernährung des Pilzes zukommt [84]. 
 
Bei F. velutipes konnten bei der Kultivierung auf Koji-Gluten keine Unterschiede in 
der Zusammensetzung des Peptidasemusters in Tropho- und Idiophase festgestellt 
werden, wie dies z. B. bei [52] der Fall war. Trotzdem war der Übergang zur 
Idiophase an einer sprunghaft ansteigenden peptidolytischen Gesamtaktivität und 
parallel dazu einer Steigerung des Protein- und Aminosäuregehaltes in der Kultur gut 
erkennbar. 
Auch bei anderen Basidiomyceten ist ein festes Muster, wann, wo und wie spezielle 
Peptidasen ausgeschieden werden, oft nicht eindeutig festzulegen. Sowohl junge als 
auch alte Mycelzellen können selektiv Peptidasen ausscheiden. Diese 
unterschiedlichen Sekretionsmuster könnten mit der Physiologie verschiedener 
Spezies zusammenhängen [85]. 
 
Glutenabbau durch extrazelluläre Peptidasen von F. velutipes 
In dieser Arbeit wurden acht extrazelluläre Peptidasen identifiziert, die von 
F. velutipes beim Wachstum auf Gluten generiert wurden. Fünf dieser Peptidasen 
konnten aufgereinigt und vier sequenziert werden, so dass eine Zuordnung zu 
Peptidasefamilien möglich war. Dies ließ auch Rückschlüsse auf den katalytischen 
Typ, den Aufbau des aktiven Zentrums und spezifische Aktivitäten zu. 
Es ist davon auszugehen, dass die einzelnen Peptidasen nicht additiv, sondern 
synergistisch beim Glutenabbau wirken, wobei die Bedeutung der einzelnen 
Peptidasen im Folgenden abgewogen werden soll. Erläuterungen zu den 
verwendeten Spaltstellentermini finden sich unter 4.7. 
Subtilisine, zu denen Fvp37 gehört, sind Serinpeptidasen, deren katalytische Triade 
aus den drei Aminosäuren Asparagin, Histidin und Serin besteht. Der 
Reaktionsmechanismus ist bekannt [86]. Sie kommen in Eu- und Prokaryonten vor 
und haben eine gute Stabilität im Bereich von pH 7 – 10. Subtilasen werden kovalent 
durch Standard-Serinpeptidaseinhibitoren wie PMSF inaktiviert. Sie repräsentieren 
die größte bekannte Familie unter den Serinpeptidasen. Das 1974 gefundene 
Subtilisin Carlsberg (S08.001) aus Bacillus licheniformis, dessen jährliche 
Produktionsmenge bei 500 t liegt, wird verbreitet in Reinigungsmitteln eingesetzt [1]. 
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Subtilisine spalten relativ unspezifisch. Die höchste Spezifität besteht an den 
Spaltstellenpositionen S1 und S4. In der Position S1 werden Aminosäuren mit 
großen, nicht beta-verzweigten, hydrophoben Seitengruppen präferiert [87], in der P4 
Position dagegen jegliche hydrophobe Seitenketten [88], [89] Der pI liegt meist im 
alkalischen Bereich (7,8 bis ~ 11) [90]. Der pI von Fvp37 liegt dagegen bei 4. Mittels 
Sequenzvergleich konnte eine hohe Homologie mit der Subtilase S08.139 (PoSl 
Pleurotus ostreatus-Typ Peptidase) aus P. ostreatus festgestellt werden [10]. 
In Phanaerochaete chrysosporium wurde eine Peptidase gefunden, die ebenfalls der 
Unterfamilie S08.139 zugeordnet werden konnte [11]. Auch im Genom des 
vollständig sequenzierten Basidiomyceten Coprinopsis cinerea konnte eine 
entsprechende Sequenz identifiziert werden [55]. Da PoS1 im Vergleich mit anderen 
Subtilisinen eine leicht unterschiedliche Sequenz aufweist, wird vermutet, dass 
dieses Enzym auch nach Lysin in P1 Position schneiden kann, was eine 
Besonderheit für Subtilasen wäre [91]. Neben ihrer Rolle für die Ernährung wird auch 
ein regulatorischer Zusammenhang der PoS1 mit einer Peroxidase (POXA1b) 
postuliert [10]. 
 
Die Familie S41, zu der Fvp32 gehört, teilt sich in zwei Subfamilien auf. Die tertiären 
Strukturen beider Unterfamilien sind bekannt und zeigen, dass diese sehr 
unterschiedliche katalytische Mechanismen haben. Die “C-terminal processing 
peptidase-2“ vom Typ S41 A, zu der aufgrund der Sequenzhomologien 
wahrscheinlich auch Fvp32 gehört, verfügt über eine katalytische Diade mit zwei 
Aminosäuren in der Reihenfolge Serin und Lysin. Innerhalb der Familie sind weder 
die katalytisch aktiven Aminosäuren noch deren Position konserviert. Allerdings 
enthalten alle Peptidasen der Familie sogenannte PDZ Domänen (modular 
aufgebaute Proteininteraktionsdomänen), deren Affinität zu C-Termini von 
Polypeptiden bekannt ist und die somit wahrscheinlich für die C-terminale Spezifität 
verantwortlich sind [92]. Die “C-terminal processing peptidase-2“ vom Typ S41 A 
erkennt z. B. ein Tripeptid X-Y-Z am C-teminalen Peptidende, wobei X vorzugsweise 
Ala oder Leu, Y Ala oder Tyr und Z Ala ist. Die Abspaltung erfolgt dann in variablem 
Abstand zum C-Terminus [55]. 
 
Zur Familie der Prolylspezifische Exopeptidasen (Fvp27) gehören sowohl Amino- als 
auch Carboxypeptidasen, die prolylspezifisch spalten. Die Pro-X Carboxypeptidase  
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(S28001) [93] spaltet Aminosäuren mit der generellen Struktur –Pro–X, wobei das C-
terminale X eine Aminosäure oder Schutzgruppe sein kann [94]. Die Dipeptidyl-
peptidase II (S28A002), eine Aminopeptidase, spaltet ebenfalls prolylspezifisch an 
der generellen Struktur –Pro–X, allerdings ist hier die Aminosäure X N-terminal. 
Der optimale pH Wert dieser Enzymgruppe liegt um pH 5, wobei die pH Toleranz 
zwischen den einzelnen Peptidasen unterschiedlich ist und auch vom Substrat 
beeinflusst wird. Die Pro-X Carboxypeptidase  ist am aktivsten, wenn sich Lysin oder 
Isoleucin in P2 und Prolin in P1 Stellung befinden [95] und wird durch PMSF komplett 
inhibiert, wobei nur eine schwache inhibitorische Wirkung auf Fvp27 nachgewiesen 
wurde. Prolylspezifische Peptidasen sind von großer Bedeutung für die Hydrolyse 
von prolinreichen Substraten. Eine Dipeptidylpeptidase aus Aspergillus oryzae nimmt 
z. B. eine entscheidende Rolle beim Abbau von glutenbasierten Substraten ein, da in 
Hydrolyseversuchen ohne dieses Enzym die Konzentration langer Peptidketten im 
Hydrolysat zunahm und sich die Konzentration der Dipeptide verringerte [32]. 
 
Deuterolysine, zu denen Fvp15 gehört, spielen eine wichtige Rolle bei der 
Aromabildung von Sojasoße, indem sie Sojabohnenproteine spezifisch hydrolysieren. 
Deuterolysine sind extrazelluläre Metallopeptidasen und enthalten zwei zinkbindende 
Histidine, welche für die Aktivität des Enzyms essentiell sind [96]. Sie sind äußerst 
thermostabil, mit einer Denaturierung bei ca. 70 °C und Renaturierbarkeit bis 100 °C. 
Deuterolysine sind besonders aktiv auf basischen Substraten wie Histonen, 
Protaminen und Salminen [97]. Basische Aminosäuren wie Arginin oder Lysin 
werden allgemein in P1‘ Position bevorzugt. Mit laborüblichen Substraten wie z. B. 
Caseinen oder Albuminen werden nur sehr geringe Aktivitäten erreicht. Die Spezifität 
weicht also insgesamt stark von der vieler anderer Enzyme ab. Es ist wahrscheinlich, 
dass Deuterolysine eine minimale Peptidlänge benötigen, um diese hydrolysieren zu 
können. 
Insgesamt weisen die bekannten Sequenzen von Fvp15 zu allen Gruppen der 
Deuterolysinfamilie geringe, aber trotzdem noch signifikante Homologien auf. Einige 
Partialsequenzen wiesen auch hohe Homologien zur Familie der Fungalysine (M36) 
auf. Fvp15 ist mit 12 kDa ein sehr kleines Enzym, es gab aber keine Hinweise 
darauf, dass es sich bei der nativen Fvp15 um ein Oligomer handelt. 
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Gluten ist es ein generelles Problem, dass prolinreiche Peptide oft nicht weiter 
abgebaut werden können. Selbst Peptidasen mit einer breiten Substratspezifität oder 
solche, die prolylspezifischen Peptidasen ähneln (Spaltpräferenz an Aminosäuren mit 
hydrophoben Seitenketten wie Tryptophan, Phenylalanin, Methionin) versagen. Dies 
begründet sich in der einmaligen Struktur des Prolins, dessen Seitenkette aus einem 
Pyrrolidinringsystem besteht. Peptidasen, die die Fähigkeit haben, Prolin spezifisch 
abzuspalten, wurden inzwischen in vielen Organismen gefunden, unter anderem 
auch in Asco- und Basidiomyceten [100]. 
 
Von besonderem Interesse ist diese Fähigkeit auch unter dem Gesichtspunkt der 
Detoxifizierung von Gluten für Zöliakiepatienten. Gliadine (besonders einige Gruppen 
der α- und β-Gliadine) können bei Betroffenen durch komplexe Reaktionen mit 
Darmschleimhaut und Immunsystem schwere allergische Reaktionen auslösen. Es 
konnten einige Peptide als Primärauslöser der allergischen Reaktionen identifiziert 
werden, die durch keine bekannte humane gastrische oder pankreatische Peptidase 
abgebaut wurden [101] [102]. 
Eine prolylspezifische Peptidase in Aspergillus niger setzte die Bitterkeit von 
Caseinhydrolysaten stark herab und verminderte zusätzlich auch potente allergene 
Faktoren des Glutens für Zöliakiepatienten [103]. Gleichzeitig zur Entbitterung wurde 
eine signifikante Verringerung hydrophober Peptide registriert. Die hierfür 
verantwortliche Peptidase wurde als zur Familie S28 zugehörig identifiziert, zu der 
auch Fvp27 gehört. Auch andere Studien kamen zu dem Ergebnis, dass 
prolylspezifische Peptidasen für die Detoxifikation von Gluten für Zöliakiepatienten 
eingesetzt werden können, da sich auch hier die Anzahl potentiell 
immunstimulierender Peptide durch Einsatz einer prolylspezifischen Peptidase rasch 
verminderte [104]. 
 
Diese Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung von Fvp27 für die erfolgreiche 
Glutenhydrolyse. Sie werfen jedoch auch die Frage auf, inwiefern weitere Enzyme 
am Abbau beteiligt sein müssen, die das Substrat entsprechend vorhydrolysieren, 
um für Fvp27 geeignete Substratpeptide zu generieren. 
Besonders für verschiedene Aspergillus Arten, die als Kojipilze in der 
Sojasoßenproduktion eine Schlüsselrolle spielen, wurde die Bedeutung von 
Peptidasegemischen in der Hydrolyse komplexer Substrate nachgewiesen. 
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So wurde gezeigt, dass Aspergillus fumigatus eine prolylspezifische Peptidase 
sowohl unter alkalischen als auch sauren Verhältnissen produziert, die im 
Zusammenspiel mit anderen Exopeptidasen, welche je nach pH Wert des Mediums 
variierten, effektiv prolinreiche Peptide abbaute. Ohne prolylspezifische Peptidase 
agierten X-Pro Sequenzen als Stoppsignal [105]. 
Ein starker synergistischer Effekt zwischen einer unspezifischen 
Monoaminopeptidase und einer X-Prolyl Dipeptidyl Aminopeptidase aus 
Aspergillus oryzae wurde nachwiesen, indem mit der Kombination dieser zwei 
Enzyme plus Subtilisin (E.C. 3.4.21.62) einen Hydrolysegrad von 64 % für Gluten 
erreicht wurde [106]. 
Der Hydrolysegrad wurde bei der Zugabe der X-Prolyl Dipeptidyl Aminopeptidase, 
nachdem das Subtilisin entfernt worden war (Inkubation beider Enzyme nicht 
gleichzeitig, sondern nacheinander), nicht erhöht, womit eine additive Rolle der 
prolylspezifischen Peptidase ausgeschlossen werden konnte. Dies belegt die große 
Bedeutung der kombinierten Anwendung verschiedener Enzyme für die effektive 
Hydrolyse komplexer Substrate (z. B. Gluten, Casein, Lutein oder Sojaprotein), wobei 
prolylspezifische Peptidasen immer eine Schlüsselrolle sowohl für den Hydrolysegrad 
als auch die Aromabildung / Entbitterung spielten. Für den effektiven Proteinabbau 
genügte ein System aus drei Peptidasen (Subtilase, prolylspezifische 
Aminopeptidase und unspezifische Aminopeptidase) aus, um hohe Hydrolysegrade 
zu erreichen, wobei diese drei Enzyme auch aus verschiedenen Organismen 
stammen konnten [106]. 
Im Fall von F. velutipes wurde sowohl eine Subtilase (Fvp37) als auch eine 
unspezifische Exopeptidase (Fvp32) im extrazellulären Peptidasegemisch 
identifiziert, die in Anlehnung an diese Ergebnisse neben Fvp27 ebenfalls besonders 
wichtig für die Glutenhydrolyse sind. 
Dennoch sollte die Bedeutung der weiteren Peptidasen aus F. velutipes nicht 
unterschätzt werden. Auch Fvp150 spielt mit großer Wahrscheinlichkeit eine wichtige 
synergistische Rolle bei der Hydrolyse von Gluten. Obwohl es bisher nicht gelungen 
ist, die hydrolytische Aktivität dieser Peptidase genau zu spezifizieren, konnte doch 
gezeigt werden, dass sich Fvp150 in ihrer Spezifität von den anderen F. velutipes 
Peptidasen unterscheidet, was auf eine andere Spaltstellenspezifität schließen lässt.  
Auch Fvp15, eine deuterolysinartige Peptidase, hat eine Spaltspezifität und 
Selektivität, die von den anderen F. velutipes Peptidasen abweicht. Neben dem 
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möglichst vollständigen Abbau aller Glutenproteine zu einzelnen Aminosäuren sind 
Peptidasen gleichzeitig auch am Aromabildungsprozess des Hydrolysates beteiligt. 
Und gerade Fvp15 könnte für diesen von großer Bedeutung sein. 
 
Aromabildung in Glutenhydrolysaten 
Dass an der Sojasoßenherstellung eine erstaunlich hohe Anzahl von verschiedenen 
extrazellulären Peptidasen mitwirkt, wurde für A. oryzae nachgewiesen. Bei 
Kultivierung auf Koji-Gluten wurden allein sieben verschiedene extrazelluläre 
Peptidasen sowie eine Glutaminase und diverse weitere Enzyme identifiziert [22]. 
Wird der Koji-Fermentationsprozessschritt bei der Herstellung von Sojasoße 
betrachtet, wird deutlich, dass die beteiligten Peptidasen einen entscheidenden 
Beitrag an der Bildung typischer Aromakomponenten haben [22].  
Zum Verständnis der für die Aromabildung bei der Hydrolyse von pflanzlichen 
Proteinen wichtigen Prozesse wird im Folgenden kurz auf die Vorgehensweise bei 
der mehrstufigen Herstellung von Sojasoße eingegangen. Die verwendeten 
Mikroorganismen und Fermentationsbedingungen variieren regional und 
produktbedingt. In Japan wird neben Sojabohnen auch Weizengluten eingesetzt. Die 
Produktionszeit liegt traditionell bei 1 – 2 Jahren, wird aber in modernen Prozessen 
meist verkürzt. Zunächst werden die befeuchteten Sojabohnen unter Dampfdruck 
gekocht, der Weizen geröstet und gemahlen. Beides wird vermischt, mit Koji 
(Schimmelpilzsporenmasse z. B. von Aspergillus flavus var. oryzae, oder nah 
verwandten Arten wie z. B. A. sojae) beimpft und für 24 – 48 Stunden inkubiert, 
wobei pilzliche Peptidasen beginnen die pflanzlichen Proteine abzubauen. Danach 
wird die Kojimasse mit Wasser, 15 – 17 % NaCl (w/v), halotoleranten 
Bakterienstämmen und Hefen (Pediococcus soyae, Tetragenococcus halophilus, 
Zgosaccharomces rouxii, Candida famata) als so genannte Moromi für 6 – 8 Monate 
bei Raumtemperatur fermentiert. Durch diese Prozesse werden Soja- und 
Weizenproteine fast komplett zu Aminosäuren und kurzen Peptiden hydrolysiert. Die 
gereifte Moromi wird schließlich ausgepresst und pasteurisiert [15]. 
 
Die Entwicklung von Aromastoffen während der Fermentation von Sojabohnen hängt 
dabei stark von der Art des verwendeten Kojipilzes ab [107]. Als wichtige Aromen der 
malzig, karamellartig und herzhaft-würzig riechenden Sojasoße gelten die Furanone 
4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon, 4-Hydroxy-5-ethyl-2-methyl-3(2H)-furanon 
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(oder 4-Hydroxy-2-ethyl-5-methyl-3(2H)-furanon) und 3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-
furanon (Sotolon), wobei aber noch weitere Aromastoffe (3-Methylbutanal, Methional, 
Ethanol, Ethyl 2-methylpropanoat Phenylacetaldehyd, Essigsäure, 3-
Methylbuttersäure und 2-Phenylethanol) zu den wichtigsten Aromakomponenten 
gezählt werden [61], [108]. Insgesamt wurden über 300 flüchtige Aromastoffe 
identifiziert [109], unter anderem Lactone und Pyrazine [110]. Sotolon konnte als 
Komponente mit der zweithöchsten Aromaaktivität identifiziert werden [61]. Aufgrund 
der geringen Thermostabilität verliert sich das Sotolonaroma allerdings bei der 
Zugabe zu heißen Gerichten. 
Die Hauptbestandteile, welche zum Geschmack von Sojaprodukten beitragen, sind 
Salz, organische Säuren, Zucker, Mononatriumglutamat, Aminosäuren und 
Maillardpeptide [111], wobei die Wahl des Substrates, der (Koji-) Organismen und die 
Reifungszeit auch hier die kritischen Faktoren für die Geschmacksbildung sind [112]. 
Es ist anzunehmen, dass diese Inhaltsstoffe ebenso bei der Fermentation von reinem 
Weizengluten tragend für die Aroma- und Geschmacksbildung sind, wobei die 
Konzentration der bei der Hydrolyse freigesetzten Aminosäuren vor allem 
enzymatisch bedingt ist. Für einen hohen Glutamatgehalt sind Glutaminasen [EC 3.5] 
von besonderer Bedeutung, die das freie Glutamin durch Desaminierung in 
Glutaminsäure umsetzen. Eine Asparaginase mit einer Glutaminasenebenaktivität 
wurde in F. velutipes nachgewiesen [113]. 
 
Es ist bekannt, dass auch Basidiomyceten für die Hydrolyse von Sojaprotein 
geeignet sind [14], wobei aber keine Untersuchungen zu Hydrolysegrad und 
Aromaprofil der Hydrolysate vorliegen. 
Dass auch bei Gluten-Fermentationsprozessen mit Basidiomyceten für Sojasoße 
typische Aromastoffe gebildet werden können, wurde für L. sulphureus demonstriert. 
Neben anderen Lactonen wurde die Bildung von Sotolon nachgewiesen, welches 
einer der Schlüsselaromastoffe in Sojasoße ist [114]. 
Da bei der Untersuchung der Fruchtkörper von L. sulphureus völlig andere 
Aromaprofile gefunden wurden [26], [27], lässt sich die Bildung von Sotolon auf die 
Kombination mit dem Substrat Gluten zurückführen. Fraglich ist, ob das Sotolon auf 
enzymatischem Weg über 4-Hydroxyisoleucin als Präkursor gebildet wurde. Wegen 
der Anwesenheit von Fe3+ im Kulturmedium ist aber wahrscheinlicher, dass ein 
chemischer Bildungsweg vorlag. 
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4-Hydroxy-5-ethyl-2-methyl-3(2H)-Furanon (HEMF), eine weitere Schlüssel-
aromakomponente in Sojasoße, wird auf biosynthetischem Weg gebildet, 
wahrscheinlich als indirektes Produkt des Pentosephosphat-Zyklus über D-Ribulose-
5-Phosphat, welches sich in Moromi nachweisen lässt [115]. Da es aber ebenfalls 
beim Maillardprozess aus Pentosen geformt werden kann, ist auch hier der 
enzymatische Entstehungsweg in Fermentationsprozessen nicht gesichert [60]. 
Extrazelluläre Enzyme sind bei der Bildung von HEMF Präkursoren (D-Xylulose-5-
Phosphat) aus proteinogenen Substraten von großer Bedeutung. Die Identität dieser 
Präkursoren konnte jedoch noch nicht festgestellt werden. Beim Einsatz eines 
Enzymgemisches aus Peptidasen, Cellulasen und Hemicellulasen für den 
Sojaproteinabbau wurde die größte Konzentration HEMF gebildet, aber auch 
Peptidasen allein waren schon effektiv [116]. Es wurde zudem nachgewiesen, dass 
die Bildung von D-Xylulose-5-Phosphat durch die pilzlichen Enzyme im Koji und nicht 
erst während der Moromifermentation geschieht. 
Als Peptidasen wurden ein ungereinigter Enzymextrakt aus Aspergillus sojae, Molsin 
aus Aspergillus saitoi (eine Subtilase) und Thermoase aus Bacillus 
thermoproteolyticus rokko (eine pepsinartige Aspartatpeptidase) eingesetzt. 
Bei der Verwendung von Weizengluten wurde dagegen auch mit dem vollen 
Enzymgemisch kein HEMF gebildet, eine geringe Menge Gluten als Beigabe zum 
Sojamehl wirkte sich dagegen bildungssteigernd aus, woraus gefolgert wurde, dass 
sich HEMF Präkursoren vor allem in Sojabohnen befinden [116]. 
Da die Glutenhydrolysate von F. velutipes und L. sulphureus jeweils typisch würzige, 
fleischige Aromen aufwiesen, wobei für L. sulphureus diese Beobachtung durch 
weitergehende Untersuchungen auch belegt werden konnten, lässt sich vermuten, 
dass auch hier ähnliche enzymatische Prozesse wie bei [116] bei der Entstehung 
von Lacton-Aromapräkursoren stattfinden könnten. Hervorzuheben ist dabei, dass 
die Kultivierung nur einen kojiartigen Fermentationsprozess darstellt und kein 
weiterer Organismus (Hefe) eingesetzt wurde, um die postulierten Präkursoren weiter 
zu verstoffwechseln. Dass in L. sulphureus Glutenhydrolysaten kein HEMF gefunden 
wurde, dafür aber eine Reihe anderer aromaaktiver Lactone wie Sotolon, könnte die 
Annahme von [116] bestätigen, dass dieser Aromastoff in größeren Konzentrationen 
nur aus Sojaprotein generiert werden kann. Offen bleibt, ob in Kulturen von 
L. sulphureus auf Sojaprotein eventuell neben Sotolon auch HEMF nachgewiesen 
werden könnte. 
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In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass verschiedene 
Basidiomyceten, besonders F. velutipes, Peptidasen bildeten, die effektiv Gluten 
hydrolysieren konnten. Aus der Vielzahl der dabei gebildeten Peptidasen wurden fünf 
charakterisiert, von denen vier einer Peptidasefamilie zugeordnet werden konnten. 
Fvp37, Fvp27 und Fvp15 gehören zu Peptidasefamilien, deren Bedeutung für die 
Hydrolyse von pflanzlichen Proteinen bereits nachgewiesen wurde [55], [106]. Für 
L. sulphureus wurde zudem gezeigt, dass während des hydrolytischen 
Proteinabbaus auch Aromaschlüsselkomponenten wie Sotolon gebildet wurden. 
Peptidasen aus Basidiomyceten bieten sich daher für die enzymatische Hydrolyse 
von pflanzlichen Proteinen an und stellen somit einerseits eine Alternative zur 
Salzsäurehydrolyse, bei der als Nebenprodukte karzinogene Chlorpropanole (z. B. 3-
Chlorpropan-1,2-diol) anfallen, andererseits auch zu traditionellen 
Hydrolyseverfahren (z. B. der Sojasoßenherstellung) dar. Im Vergleich mit den bisher 
zur enzymatischen Glutenhydrolyse eingesetzten Peptidasen, die z. B. von Aspergilli 
produziert werden, waren Peptidasen aus Basidiomyceten bezüglich des 
Hydrolysegrades überlegen. Des Weiteren handelt es sich bei F. velutipes um einen 
beliebten Speise- und Heilpilz, während viele Aspergillus Arten als humanpathogen 
eingestuft werden und ihr zur Produktion von Enzymen für die Lebensmittelchemie 
somit grundsätzlich kritisch betrachtet wird. Der Einsatz von Speise- anstelle von 
Schimmelpilzen könnte auch zu einer höheren Verbraucherakzeptanz der Produkte 
führen. 
 
Weitere Anwendungsgebiete für Peptidasen aus Basidiomyceten 
Aber auch für weitere Zwecke, die im Folgenden kurz angesprochen werden, können 
Peptidasen oder Proteinhydrolysate, die unter Einsatz von Peptidasen aus 
Basidiomyceten hergestellt wurden, interessant sein. 
Der Einsatz von heterolog exprimierten Peptidasen ist dabei in vielen Fällen denkbar, 
wobei hier wenig Erfahrung mit Basidiomyceten vorliegt. Ein generelles Problem bei 
der heterologen Expression eukaryontischer, extrazellulärer Enzyme in Prokaryonten 
(z. B. Bakterien wie Escherichia coli) ist die Bildung von “inclusion bodys“, oder 
inaktiven Zymogenen, da die Peptidasen nicht korrekt sekretiert und aktiviert werden 
können. Derartige Hindernisse können aber durch geeignete Strategien überwunden 
werden, oder es können andere, eukaryontische Expressionssysteme gewählt 
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werden. Mehrere extrazelluläre Peptidasen verschiedener Aspergilli wurden schon 
kloniert und heterolog exprimiert, wobei die  Ergebnisse nur zum Teil 
zufriedenstellend waren. Wegen der beigemessenen Bedeutung an der 
Aromabildung in Fermentationsprozessen lag der Schwerpunkt hierbei auf 
alkalischen Peptidasen [1]. 
Proteinhydrolysate sind in den letzten Jahren neben ihrer würzenden Funktion auch 
als funktionelle Lebensmittel interessant geworden. Sojasoße hat z. B. einen 
positiven Einfluss auf das menschliche Verdauungssystem und beinhaltet bioaktive 
Stoffe welche z. B. antikanzerogene und antibiotische Wirkungen haben sollen [15], 
[117]. Die Konzentration  und Zusammensetzung dieser Stoffe hängt dabei 
hauptsächlich vom verwendeten Mikroorganismus ab. Da die Fruchtkörper vieler 
Basidiomyceten auch in der traditionellen Medizin verwendet werden, wäre der 
erfolgreiche Einsatz dieser Pilze für die Herstellung von funktionellen Lebensmitteln 
durchaus denkbar. Da Basidiomyceten in ihrer natürlichen Umgebung antibakterielle 
und antimykotische Stoffe synthetisieren um zu überleben, ist es überraschend, dass 
bisher keine Antibiotika gezielt aus Basidiomyceten produziert werden [4]. 
Beispielsweise scheinen fibrinspezifische Peptidasen aus Organismen, die für die 
Lebensmittelproduktion eingesetzt werden, besonders für medizinische Zwecke 
geeignet zu sein [36]. Sie haben daher ein hohes Potential als Zusätze für 
Lebensmittel verwendet zu werden, die zur Verhinderung kardiovaskulärer 
Erkrankungen eingesetzt werden könnten. Da auch Flammulina velutipes eine 
extrazelluläre fibrinspezifische Peptidase (Fungalysin) sekretiert, wäre der Einsatz 
dieses Pilzes im medizinische Bereich denkbar. Eine weitere 
Anwendungsmöglichkeit für pilzliche Peptidasen könnte aber z. B. auch die 
Hydrolyse von tierischem Protein sein [118]. 
Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass die Peptidasen aus F. velutipes 
ein hohes Potential zum Einsatz bei der Herstellung von Lebensmitteln und im 
medizinischen Bereich haben.  
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4 Material und Methoden 
 
4.1 Kultivierung 
Folgende Basidiomyceten wurden zur Untersuchung ihrer extrazellulären, 
peptidolytischen Aktivität kultiviert: 
Agaricus arvensis (DSMZ, Nr. 8327), Armillaria mellea (CBS, Nr. 100.12), Collybia 
dryophila (DSMZ, Nr. 8356), Fomitopsis pinicola (DSMZ, Nr. 4957), Flammulia 
veluptipes (DSMZ, Nr. 1658), Ganoderma applanatum (CBS, Nr. 250.61), 
Gloeopyllum odoratum (CBS, Nr. 444.61), Grifola frondosa (CBS, Nr. 480.63), 
Hirneola auricula-judae (DMSZ, Nr. 11326), Hericium erinaceus (CBS, Nr. 260.74), 
Kuehneromyces mutabilis (DMSZ, Nr. 1684, Laetiporus sulphureus (DSMZ, Nr. 
11211), Lycoperdon perlatum (DSMZ, Nr. 8678), Macrolepiota procera (DSMZ, 
Nr.3399), Meripilus giganteus (CBS, Nr. 561.86), Marasmius scorodonius (CBS, Nr. 
850.87), Phaenochaete chrysosoprorium (Identifikation anhand von ITS Sequenzen), 
Phallus impudicus (DSMZ, Nr. 3400), Phellinus ssp. (Isolat aus Holz in 
Niedersachsen, Identifikation anhand von ITS Sequenzen), Pleurotus ostreatus 
(Identifikation anhand von ITS Sequenzen), Polyporus (Isolat aus Holz in 
Niedersachsen, Identifikation anhand von ITS Sequenzen), Polyporus umbellatus 
(CBS, Nr. 483.72), Serpula lacrymans (CBS, Nr. 751.79), Sparrassis crispa (CBS, Nr. 
408.71), Trametes ssp (DSMZ, Nr. 11309, (Identifikation anhand von ITS 
Sequenzen), Tremella mescentaria (DSMZ, Nr. 1557), Wolfiporia cocos (CBS, Nr. 
279.55) und Xerula radicata (DSMZ, Nr. 4830). 
  
4 Material und Methoden 
102 
4.2 Medien 
Tabelle 18: Medien für die Kultivierung: SNL Medium 
SNL-Medium (nach Sprecher, 1959) 
Chemikalie Konzentration 
D(+)-Glucose-Monohydrat 30,0 g L-1
L-Asparagin-Monohydrat 4,5 g L-1
Hefeextrakt 3,0 g L-1
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 1,5 g L-1
Magnesiumsulfat (MgSO4) 0,5 g L-1
Spurenelementlösung (s.u.) 1,0 mL L-1
Auffüllen mit dest, H2O, Einstellung auf pH 6,0 mit 1 M NaOH 
 
Tabelle 19: Medien für die Kultivierung: Minimalmedium 
Minimalmedium (modifizierte SNL) 
Chemikalie Konzentration 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 1,5 g L-1
Magnesiumsulfat (MgSO4) 0,5 g L-1
Spurenelementlösung (s.u.) 1,0 mL L-1
Auffüllen mit dest, H2O, 
 
Tabelle 20: Medien für die Kultivierung: Spurenelementlösung 
Spurenelementlösung 
Chemikalie Konzentration 
FeCl3 x 6 H2O 0,08 g L-1
ZnSO4 x 7 H2O 0,09 g L-1
MnSO4 x H2O 0,03 g L-1
CuSO4 x 5 H2O 0,005 g L-1
Titriplex III (EDTA) 0,4 g L-1
Auffüllen mit dest, H2O, 
 
 
4.3 Kulturführung 
Kultivierung auf Agar in der Petrischale 
SNL wurde mit 1,5 % Agar autoklaviert und in Petrischalen gegossen. Von der 
Originalpetrischale wurde ein Stück bewachsener Agar ausgestochen und auf die 
neue Petrischale gelegt. Diese wurde dann mit Parafilm verschlossen und bei 25 °C 
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dunkel inkubiert. Nachdem der Agar in der Petrischale voll bewachsen war wurden 
die Kulturen im Kühlschrank gelagert (Haltbarkeit: mehrere Monate). 
 
Vorkultur in SNL (Vollmedium) 
Erlenmeyerkolben (300 mL, ohne Schikane) wurden mit 100 mL SNL Medium befüllt 
und zusammen autoklaviert. Von einer bewachsenen Agarplatte wurde ein 1 x 1 cm² 
Stück ausgestochen, in den Kolben mit SNL gegeben und mit dem Ultra Turrax 
zerkleinert. Die Kulturen wuchsen bei ca. 24 °C über 6 – 8 Tage (während dieser Zeit 
bildeten sich Myzelpellets) und wurden dann weiterverwendet. 
 
Hauptkultur auf Glutenpellets 
Die Glutenpellets wurden trocken bei 130 – 135 °C sterilisiert, wobei die 
Sterilisationszeit mindestens 8 Stunden betragen musste. Danach wurden die Pellets 
mit Minimalmedium (steril) gemischt, mit Pilzmyzel aus Vorkultur (oder ersatzweise 
frisch homogenisiertem Myzel von Agarplatte) inokuliert und bei 24 °C statisch 
inkubiert. 
Das optimale  Mischungsverhältnis von Glutenpellets und Minimalmedium war 1 : 1,8 
(w/v), erfolgreich kultiviert werden konnte im Bereich von 1 : 1,5 bis 1 : 2. 
Bei der Entwicklung der Kultivierungsmethode wurden folgende Vorgehensweise für 
die Sterilität des Substrates und ein optimales Pilzwachstum als besonders wichtig 
erkannt: 
Da Glutenpellets und das Minimalmedium im Autoklaven zu einem festen Klumpen 
zusammenklebten, wurden beide getrennt sterilisiert. Während der Sterilisation im 
Erlenmeyerkolben wurden die Glutenpellets alle 3 – 4 Stunden aufgeschüttelt um ein 
Verklumpen zu verhindern. 
Um ein optimales Myzelwachstum zu ermöglichen, wurde die Flüssigkeitsmenge so 
gewählt, dass sich gerade so viel Medium im Behältnis befand, dass diese nur in den 
Glutenpellets gebunden vorlag. Wurde das Verhältnis der Flüssigkeitsmenge 
geändert, führte dies zur Austrocknung der oberen oder einem Überschwemmen der 
unteren Glutenpellets. Beides hatte negative Auswirkungen auf die Entwicklung des 
Pilzes.  
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4.4 Bestimmung der Peptidaseaktivität 
Die Peptidaseaktivität von Kulturüberständen, Peptidasekonzentraten und 
aufgereinigten Peptidasen wurde mit verschiedenen Methoden bestimmt. 
Als Puffer für Aktivitätsbestimmungen wurde standardmäßig Natriumphosphat, 
50 mM, pH 7,0 verwendet, für die Bestimmung der pH Optima zusätzlich 
Natriumacetat (pH 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5), MES (pH 5,5, 6,0, 6,5), MOPS (6,5, 7,0, 
8,0), HEPES (7,0, 7,5, 8,0), Tris (7,5, 8,0, 8,5, 9,0, 9,5) und Borat (pH 8,5, 9,0, 9,5, 
10,0), alle 50 mM. 
Proteinkonzentrationen wurden mit dem DcProtein Assay (BIO-RAD no. 500-0113) 
gemessen. 
 
4.4.1 Bestimmung der Peptidaseaktivität mit Azocasein 
Hierbei handelt es sich um eine fotometrische Endpunktmessung für die 
unspezifische Bestimmung von Peptidaseaktivitäten [46]. Das Azocasein wird dabei 
durch peptidolytische Aktivität gespalten, wodurch es mit Trichloressigsäure nicht 
mehr ausgefällt werden kann. 1 aU entspricht der Enzymaktivität, die eine Erhöhung 
der Extinktion um 0,01 bei 37 °C hervorruft. Wegen der hohen Protein- und 
Aminosäurekonzentrationen in Kulturüberständen und Peptidasekonzentraten wurde 
die Methode so modifiziert, dass 0,9 mg Azocasein pro mg Gesamtprotein eingesetzt 
wurden. 
Dieser Assay eignet sich im Allgemeinen als Anhaltspunkt für den Nachweis von 
Peptidasen. Da jedoch das Substrat Casein nicht von allen Peptidasen abgebaut 
wird, ist die Aussagekraft dieses Assays für Proben, die mehrere Peptidasen 
enthalten, eingeschränkt. 
 
4.4.2 Bestimmung der Peptidaseaktivität mit Azogelatine  
Die Synthese von Azogelatine erfolge nach der Vorschrift aus [119]. Es wurden 
20 g L-1 Gelatine und 4 g L-1 Natriumcarbonat in 275 mL bidest. H2O gelöst und auf 
54 °C temperiert (=Lösung A). für Lösung B wurden 0,01 mol  L-1 Sulfanilsäure und 
0,01 mol  L-1 Natriumhydroxid in 30 mL bidest. H2O gelöst, darauf wurden  
0,01 mol L-1 Natriumnitrit und 0,02  mol L-1 Salzsäure hinzugefügt und für zwei 
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Minuten gerührt. Danach wurden zu Lsg. B 0,02  mol  L-1  NaOH zugefügt, für 5 sec. 
weitergerührt und dann Lösung A zu Lösung B gegeben und 5 min weitergerührt. 
Die resultierende, dunkelorange Lösung wurde über Nacht gegen 4 L H2O dialysiert 
und danach lyophilisiert. Das Lyophilisat wurde in bidest. H2O resuspendiert (10 % 
(w/v). Der Azogelatine Assay wurde ansonsten wie der Azocasein Assay 
durchgeführt. 
 
4.4.3 Bestimmung der Peptidaseaktivität mit Gelatinezymografie 
Diese Methode diente zur Visualisierung peptidolytischer Aktivität in nativen 
Polyacrylamidgelen und erfolgte nach [47] und [48]. Es wurden 0,33 g gelöste 
Gelatine pro 1 mL Gel einpolymerisiert. Die Probenvorbereitung und Durchführung 
der Elektrophorese erfolgte wie in 4.5.2 beschrieben. 
 
Die Gele wurden nach der Elektrophorese der aufgetragenen Proteine in einer 
Renaturierungslösung (2,5 % Triton X-100) gewaschen, danach in einem geeigneten 
Puffer für 1 bis 24 Stunden inkubiert und schließlich mit Coomassie Brilliant blue 
gefärbt. Es handelt sich um eine Negativfärbung. An den Stellen im Gel, an denen 
sich Peptidasen befinden wird die Gelatine abgebaut und die peptidolytische Aktivität 
wird durch weiße Banden sichtbar. 
 
4.4.4 Bestimmung der Peptidaseaktivität mit synthetischen Peptiden und BSA  
Es wurden folgende Substrate verwendet: N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-
paraNitroanilid, Z-Gly-Gyl-Leu-paraNitroanilid, Z-Gly-Pro-paraNitroanilid und Leu-
paraNitroanilid. 
 
Alle Messungen mit paraNitroanilid markierten Peptiden wurden in 96-Well 
Mikrotiterplatten mit einem Snergy 2™ Mikrotiterplattenlesegerät mit Gen5 – Software 
ausgeführt (BioTek, Winooski, Vermont, USA). 
Für die Assays wurden jeweils 7,5 µL Substrat (2 mM,) und 20 – 5 µL Enzymlösung 
in einem Totalvolumen von 150 µl vermessen. Als Puffer wurde standardmäßig 
Natriumphosphat, 50 mM, pH 7 verwendet. 
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Der molare Extinktionskoeffezient von p-Nitroanilin wurde als 5392.7 µl µmol-1 bei 
405 nm bestimmt. Die Maximalgeschwindigkeit vmax [mA min-1] der Zunahme der 
Absorption wurde über 30 – 60 Minuten bei 37 °C bestimmt. 
 
Die Peptidase-Aktivitäten wurden nach folgender Gleichung berechnet: 
 
ܧ஺ൣmU·mL-1l൧ ൌ ݒmaxൣmA·min-1൧ ∙ gܸes
ሾμLሿ
ε ∙ EܸnzymሾmLሿ 
 
Vges:  Gesamtvolumen in Well [μl] 
ε:  Extinktionskoeffizient (5392,7 μl μmol-1 bei 150 μl Gesamtvolumen) 
VEnzym:  Volumen Enzymprobe [ml] 
 
Eine Unit peptidolytischer Aktivität entspicht der Konzentration an Enzym die benötigt 
wird, um 1 μmol p-Nitroanilid pro Minute umzusetzen.  
 
BSA (bovine serum albumin) wurde in einer Endkonzentration von 100 µg mL-1 als 
Substrat mit je 10 µL in NaPhosphatpuffer, 50 mM, pH 7,0. eingesetzt Die 
Versuchsansätze wurden bei 900 U / min über einen Zeitraum von 90 h bei 37 °C 
inkubiert, wobei nach 0, 6, 18 und 24 h Proben genommen wurden. Die Proben 
wurden mittels hochauflösender SDS-PAGE analysiert (je 10 µL / Tasche) (siehe 
4.5.2). Dabei wurde vor allem beobachtet, ob BSA abgebaut wurde und ob neue 
Peptidbanden entstanden. Da es sich bei der SDS-PAGE um eine semiquantitative 
Methode handelt, wurden beim BSA-Abbau nur Trends registriert. 
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4.5 Aufreinigung von Peptidasen 
 
4.5.1 Analytische und präparative Isoelektrische Fokussierung (IEF) 
Die analytische IEF wurde durchgeführt mit einem Pharmacia LKB Multiphor II. Es 
wurden ServalytTM Precote Gele mit immobilisiertem pH-Gradienten (pH 3-10) 
(Serva) verwendet. Die Probenauftragsmenge betrug 10 µL. Die Durchführung 
erfolgte gemäß der beiliegenden Betriebsanleitung. Elektrophoresebedingungen: 
2000 V, 6 mA, 12 W, 3500 Vh. Für die Auswertung wurden die Gele entweder direkt 
mit Coomassie G gefärbt (Visualisierung von Proteinbanden) oder mit einem 
gelatinehaltigen Gel überschichtet, welches nach erfolgter Inkubation ebenfalls mit 
Coomassie gefärbt wurde (Zymografie zur Visualisierung peptidolytischer Aktivität). 
 
Für die präparative IEF wurde das Rotofor® System (Bio-Rad) verwendet. Die 
Durchführung erfolgte gemäß der Betriebsanleitung. Als Anoden- und 
Kathodenelektrolyte wurden je 0,1 M Natriumhydroxyd und Phosphorsäure 
verwendet. Für die einzelnen Läufe wurden 35 – 50 mL Kulturüberstand in die 
Trennkammer eingefüllt. Die Erfolgskontrolle erfolgte mittels Gelatinezymografie der 
gesammelten Fraktionen. 
 
4.5.2 Analytische und präparative Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE) 
Die analytische PAGE wurde nach [48] durchgeführt. Native PAGE mit aktiven 
Proben wurden bei 4 °C, 10 mA / Gel und mit nichtdenaturierendem Puffer (ohne 
DTT) durchgeführt. Wegen des sich im Laufpuffer befindenden SDS 
(Natriumlaurylsulfat) liegen die Proteine bei dieser Methode zwar nicht mehr völlig 
nativ vor, diese wurde jedoch zur Unterscheidung von der herkömmlichen 
denaturierenden SDS-PAGE in dieser Arbeit als “native PAGE“ bezeichnet. Es 
wurden das Mini Twin System (Biometra) und das Miniprotean TetraCell System 
(Bio-Rad) genutzt. 
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Tabelle 21: Zusammensetzung Single Gel 
Single Gel 
dest. H2O  2,1 mL
2 × Puffer  3,5 mL
AA / BAA  1,4 mL
APS-Lsg.  7,5 μL
TEMED 3,5 μL
 
Verwendete Lösungen: 
Tabelle 22: Lösungen für die Single Gel PAGE: 2 x Puffer 
2 × Puffer in dest, H2O, 
Tris Base 76 mM
L-Serin  100 mM
Glycin 100 mM
L-Asparagin 100 mM
Auf pH 7,4 einstellen, Filter sterilisieren (Ø 0,22 μm) und bei 4 °C 
lagern 
 
Tabelle 23: Lösungen für die Single Gel PAGE: APS-Lsg. 
Ammoniumperoxodisulfat-Lösung (APS-Lsg.) 
APS 400 g
dest. H2O ad 1 L Lagerung bei – 20 °C 
 
Tabelle 24: Lösungen für die Single Gel PAGE: Probenauftragspuffer 
Probenauftragspuffer in dest, H2O 
Tris-HCl pH 6,8 150 mM
DTT 200 mM
Glycerol 40 % (v/v)
SDS 4 % (w/v)
Bromphenolblau 25 mg L-1
 
Tabelle 25: Lösungen für die Single Gel PAGE: 10 x Elektrophorese-Laufpuffer 
Elektrophorese-Laufpuffer 10 × 
Tris Base 30,2 g
Glycin 144,2 g
SDS 10 g
H2O ad 1 L 
Der Laufpuffer wurde vor der Verwendung 1:10 mit dest. H2O 
verdünnt 
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Die präparative PAGE wurde mit Model 491 PrepCell von Bio-Rad durchgeführt. Die 
Durchführungsparameter entsprachen denen der analytischen nativen PAGE. 
Jedoch wurden hierbei bis zu 4 mL Probe über ein bis zu 12 cm hohes und 150 mL 
fassendes Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Peptidasen eluierten nach 10 – 90 
Stunden ihrer Molmasse nach unten aus der Gelsäule heraus und wurden mit einem 
Elutionspuffer (Natriumphosphat 50 mM, pH 7,0) abgespült und in 5 – 7 mL 
Fraktionen gesammelt. Wegen der langen Laufzeit wurden z. T. mehrere Hundert 
Fraktionen pro Lauf gesammelt. Die Elektrophorese wurde nach [120] durchgeführt. 
Die Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel ist Tabelle 26 zu entnehmen. 
 
Tabelle 26: Gelzusammensetzung präparative PAGE nach [120] 
 Trenngel Sammelgel 
H2O 27,5 mL 6 mL
Lower Tris (3 M / L Tris) 12,5 mL
Upper Tris (1 M / L Tris) 2,5 mL
BAA / AA Lsg. 37,5 : 1) 10 mL 1,5 mL
APS-Lsg. (40 %) 62,5 µL 24 µL
TEMED 30 µL 10 µL
 
Das Trenn- und Sammelgel wurden vor der Zugabe von APS und TEMED jeweils 
15 min im Ultraschallbad entgast. Nach dem Gießen des Trenngels wurde dieses mit 
Isopropanol überschichtet und polymerisierte ca. 12 h aus. Das Isopropanol wurde 
entfernt, das Sammelgel gegossen und ebenfalls mit Isopropanol überschichtet. 
Nach dem Auspolymerisieren (ca. 2 h) wurde das Gel mit Elektrophorese-Laufpuffer 
überschichtet. Die Proteinprobe wurde mit dem gleichen Volumen 
Probenauftragspuffer vermischt und aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 4 °C 
und 10 W durchgeführt. Es wurde der LKB Bromma 2111 Multirac Fraktionssammler 
mit angeschlossener Meredos SPGLV Quetschpumpe verwendet. Die Flussrate der 
Elution lag bei 0,4 mL min-1. Es wurden Fraktionen à 6 mL gesammelt. 
 
High Resolution PAGE 
Für den Abbau von BSA wurde eine spezielle SDS-PAGE Methode verwendet [121], 
bei der neben Sammel- und Trenngel zusätzlich ein Spacergel zwischen Sammel- 
und Trenngel gegossen wurde. Auf diese Weise wurde eine besonders hohe 
Auflösung über den gesamten Molekularbereich erzielt. 
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Tabelle 27: Gelzusammensetzung High Resolution PAGE 
 Chemikalie Konzentration
Trenngel 
H2O 6,7 mL
Glycerin 3,2 mL
AA / BAA Lsg. (29 : 1) 10 mL
Trenngelpuffer 10 mL
APS, 40 %ige Lsg. 24 µL
TEMED 10 µL
Spacergel 
H2O 6,9 mL
Trenngelpuffer 5 mL
AA / BAA Lsg. (37,5 : 1) 3 mL
APS, 40 % ige Lsg. 12,5 mL
TEMED 5 µL
Sammelgel 
H2O 10,3 mL
Sammelgelpuffer 1,9 mL
AA / BAA (37,5 : 1) 2,5 mL
EDTA (0,2 M) 150 µL
APS, 40 % ige Lsg. 37,5 µL
TEMED 7,5 µL
 
 
Tabelle 28: Verwendete Lösungen für die High Resolution PAGE 
Puffer Chemikalie Konzentration
Trenngelpuffer 
Tris (Base) 3 M
SDS 0,3 %
Auf pH 8,9 einstellen (HCl) 
Sammelgelpuffer 
Tris (Base) 1 M
pH 6,8 
Kathodenpuffer 10x 
Tris (Base) 1 M
Tricin 1 M
SDS 1 %
Der Laufpuffer wurde vor der Verwendung 1:10 mit 
H2O verdünnt 
Anodenpuffer 10x 
Tris (Base) 2 M
Auf pH 8,9 einstellen (HCl) 
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4.5.3 Färbungen 
Coomassie Färbung 
Zur Coomassie-Färbung wurde das Gel 3-mal mit 20 ml H2O gewaschen. Dazu 
wurde es jeweils 30 sec in der Mikrowelle erhitzt und dann 5 min unter Schütteln 
inkubiert. Auf das Gel wurde 20 ml CBB-Lösung gegeben, es wurde 10 sec in der 
Mikrowelle erhitzt und 15 min unter Schütteln inkubiert. Zum Entfärben des 
Hintergrunds wurde das Gel 10 min unter Schütteln in Wasser inkubiert. 
 
Tabelle 29: Lösung für Coomassie Brilliant Blue Färbung 
CBB-Lösung (Coomassie Brilliant Blue) 
Coomassie Brilliant Blue G-250 70 mg
konz. HCl 35 mM
H2O  ad 1 L
 
Das Coomassie Brilliant Blue wurde vor Zugabe der konzentrierten HCl unter 
mehrstündigem Rühren in H2O gelöst. Die Lösung wurde unter Lichtausschluss 
aufbewahrt. 
 
 
Silberfärbung 
Methode 
1) Gel 30 min in Lösung I fixieren 
2) 2 mal 10 min in Lösung II inkubieren 
3) 1 min in Lösung III sensitivieren 
4) 2 mal 1 min in H2O waschen 
5) 20 min in Lösung IV inkubieren 
6) 2 mal 10 min mit H2O waschen 
7) mit Lösung V entwickeln 
8) mit Lösung VI stoppen 
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Tabelle 30: Verwendete Lösungen für die Silberfärbung 
Lösung Chemikalie Konzentration 
Lösung I 
Ethanol 30 % (v/v)
Essigsäure 10 % (v/v)
Lösung II Ethanol 20 % (v/v)
Lösung III Na2S2O3 × 5 H2O 0,2 g L-1
Lösung IV AgNO3 2 g L-1
Lösung V 
Na2CO3 30 g L-1
Formaldehyd (37 %) 0,25 mL L-1
Na2S2O3 × 5 H2O 12,5 mg L-1
Lösung VI 
Tris (8 % (w/v)) 50 %
Essigsäure (4 % (v/v) 50 %
 
Die Lösungen III, IV und V wurden jeweils frisch hergestellt. 
 
Geldokumentation 
Die Molmassen wurden mit der VisionCapt Software von Vilber Lourmat 
(Eberhardzell, Deutschland) berechnet. 
 
 
4.5.4 FPLC 
Die “Fast Protein Liquid Chromatography“ wurde für die Aufreinigung von F. velutipes 
Peptidasen verwendet. 
 
Gerät: Biologic-Duo-Flow der Firma Bio-Rad 
Detektion: Absorptionsmessung bei 280 nm 
Fraktionssammler: Modell 2128 der Firma Bio-Rad 
Datenaufnahme: Bio Duo Flow Workstation 
 
Einen Überblick über die verwendeten Gelmatrices gibt Tabelle 31. Die Größe der 
Probenschleife, die Flussrate, Fraktionsgrößen und die gewählten Puffer und 
Methoden wurden entsprechend des jeweiligen Trennprinzips, Säulenvolumens und 
der Probenart gewählt (vereinfachte Übersicht in Tabelle 32). Genaue Angaben zu 
den einzelnen Läufen befinden sich im Anhang. 
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Tabelle 31: Verwendete chromatografische Matrices für die Aufreinigung von Peptidasen. 
Säulenmatrix Volumen Trennprinzip 
Phenyl Sepharose Fast Flow (high sub) 20 mL Hydrophobe Interaktionschromatografie (HIC) 
Phenyl Sepharose  FF (high sub) 200 mL HIC 
Butyl Sepharose FF 1 mL HIC 
Octyl Sepharose FF 1 mL HIC 
Phenyl Sepharose FF (low sub) 1 mL HIC 
Polyamid für die Chromatografie bis 300 mL HIC 
DEAE Sepharose FF 20 mL Ionenaustauschchromatografie (IEX) 
Q Sepharose FF 20 mL IEX 
SP Sepharose FF 20 mL IEX 
ANX Sepharose FF 1 mL IEX 
UNOsphere Q 2 mL IEX 
Superose 6 10/300 (Highly cross-linked 
agarose) 24 mL
Größenausschlusschromatografie 
(SEC) 
Superdex 75 10/300 (Spherical 
composite of cross-linked agarose and 
dextran) 
24 mL SEC 
Superdex 200 10/300 (Spherical 
composite of cross-linked agarose and 
dextran) 
24 mL SEC 
 
 
Tabelle 32: Übersicht Methoden für verschiedene Säulenmatrices 
Trenn-
prinzip 
Puffer Programm Auftags-
volumen 
[mL] 
Fluss 
HIC 
A:Natriumphosphat, pH 7, 50 mM 
+ 1 M Ammoniumsulfat 
B:Natriumphosphat, pH 7, 50 mM 
Mit 100 % A spülen 
Linearer Gradient oder 
Stufengradient von A 
auf B 
Mit 100 % B spülen 
0,2-150 1 – 2 mL min-1
IEX 
Kationentauscher: 
A: Puffer mit pH 4 - 5, 50 mM 
B: Puffer mit pH 4 - 5, 50 mM + 1 
M NaCl 
Anioentauscher 
A: Puffer mit pH 8 - 9, 50 mM 
B: Puffer mit pH 8 - 9, 50 mM + 1 
M NaCl 
Mit 100 % A spülen 
Linearer Gradient oder 
Stufengradient von A 
auf B 
Mit 100 % B spülen: 
0,2- 4 1 – 3 mL min-1
SEC Tris, pH 7,5, 250 mM kein Gradient 0,2 0,2 – 0,5 mL min-1
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4.6 Peptidaseinhibition 
Tabelle 33: Verwendete Peptidaseinhibitoren 
Inhibierte Peptidasegruppe Inhibitor 
Serinpeptidaseinhibitor Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 
Serinpeptidaseinhibitor 4-(2-Aminoethyl)-benzensulfonylfluorid (AEBSF) 
Serinpeptidaseinhibitor Aprotinin 
Serinpeptidaseinhibitor Antipain 
Metallopeptidasinhibitor Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) 
Aspartatpeptidaseinhibitor Pepstatin 
Cysteinpeptidaseinhibitor Chymostatin 
 
Peptidaseinhibition im Azocasein Assay 
Die Inhibitoren wurden in geeigneter Endkonzentration (0,1 µM – 1 mM) zur Probe 
zugesetzt und 20 min bis zur Durchführung des Assays bei Raumtemperatur 
inkubiert. Die Inhibitoren EDTA und PMSF wurden zusätzlich in höheren 
Konzentrationen eingesetzt, um eine stärkere Inhibition zu erreichen. 
 
Peptidaseinhibition in der Zymografie 
1. Die Inhibitoren wurden in geeigneter Endkonzentration (0,1 µM – 1 mM) zur 
Probe zugesetzt und 20 min bis zur Durchführung des Assays bei 
Raumtemperatur stehen gelassen. Danach wurde nativer Probenpuffer 
hinzugegeben und die Proben auf das Zymografiegel aufgetragen. 
2. Die Zymografie wurde ohne Inhibition durchgeführt. Ihre Zugabe erfolgte in 
geeigneter Endkonzentration (0,1 µM – 1 mM) nach dem Renaturierungsschritt 
zum Inkubationspuffer. Durch diese Vorgehensweise konnte ausgeschlossen 
werden, dass sich das Enzym bei einer reversiblen Hemmung nicht wieder 
regenerierte, falls der Inhibitor (z. B. EDTA) durch den Einfluss des elektrischen 
Feldes abgetrennt wurde. 
Die Inhibitionsmethoden wurden auch kombiniert durchgeführt. 
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4.8 Bestimmung der Substratspezifität mit RP-HPLC 
Für verschiedene Substrate wurde mittels HPLC ein Substratabbau durch 
Peptidasekonzentrat oder aufgereinigte Peptidasen nachgewiesen. Die Methode 
wurde in Anlehnung an [123] entwickelt. 
Alle Proben (Substrat + Enzym) wurden bei 40 °C über 2 h inkubiert, wobei für 
Substrate und Enzyme jeweis Blindproben (nur Enzym / nur Substrat) mitgeführt 
wurden. Danach wurden die Proben bei 13000 U / min für 5 min zentrifugiert und 
dann entweder sofort eingefroren oder direkt weiterverwendet. Von der 1:1 mit 
bidest. H2O + 0,01 % TFA (Trifluoressigsäure) gemischten Probe wurden 20 µL 
eingespritzt. Es wurde eine Vydac 214TP C4 5u Säule (Grace, Illinois, USA) an einer 
Shimadtzu SCL-10A Anlage mit einem Jasco UV-975 Detektor und einem Varian 
Autosampler Model 410 verwendet. 
Die Absorption der Amidbindung wurde bei 225 nm vermessen. Da diese bei 192 nm 
maximal ist und bei 225 nm nur noch eine optische Dichte von ca. 15 % der OD bei 
192 nm erreicht wird, wurden relativ hohe Konzentrationen der Substrate verwendet 
(Tabelle 34). Da das Casein vor der Hydrolyse ungelöst vorlag und diese unlöslichen 
Bestandteile der Proben vor dem Einspritzen durch Zentrifugation abgetrennt 
wurden, waren in einigen den Chromatogrammen (Blindwert) keine Peaks 
vorhanden. Es wurden Gradienten mit bidest. H2O + 0,05 % TFA (v/v) (A) und 20 % 
bidest. H2O + 80 % Acetonitril + 0,04 % TFA (v/v) (B) mit den Programmen aus 
Tabelle 35 und Tabelle 36 verwendet. 
 
Tabelle 34: Konzentration Peptidasekonzentrate in HPLC. 
Substrat Endkonzentration in HPLC 
Protamin 50 µg / µL
Angiotensin 20 µg / µL
Casein 30 µg / µL
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Tabelle 35: Grandientenprogramm RP-HPLC 1 (für Nachweis von Protaminhydrolyse mit 
Peptidasekonzentrat). 
Zeit A [%] B [%] 
0 80 20
30 80 20
31 40 60
32 0 100
35 0 100
35 80 20
40 80 20
 
Tabelle 36: Grandientenprogramm für RP-HPLC 2 (für übrige Nachweise). 
Zeit A [%] B [%] 
0 90 10
30 90 10
31 40 60
32 0 100
35 0 100
35 90 10
40 90 10
 
 
4.9 Bestimmung der Schnittstellenspezifität mit Edman Abbau 
Die N-terminalen Aminosäuren wurden mittels HPLC (Shimadtzu SCL-10A) und UV-
Vis Detektor (HP Series 1050) bestimmt. Hierzu wurden die Peptidasen mit dem 
Substrat für einen Zeitraum von 12 – 24 Stunden mit einem geeigneten Puffer 
inkubiert. Ergebnisse wurden mit dem Substrat Insulin b-chain (ox.) erzielt. 
Durch die Hydrolyse des Substrates entstanden hierbei kleinere Peptidketten 
und/oder freie Aminosäuren. Nach Beendigung der Hydrolyse wurden die Proben 
unter Stickstoff oder in einer Speedvac getrocknet, dann mit 100 µL Edman 
Probenpuffer (Acetonitril:Pyridin:Triethylamin:bidest. Wasser im Verhältnis 10:5:2:3) 
versetzt, gemixt und wieder getrocknet. Im nächsten Schritt wurden wieder 100 µL 
Probenpuffer sowie 5 µL Phenolthioisocyanat (PITC) zur Probe pipettiert, nach 
5 Minuten Reaktionszeit wurde die Probe erneut getrocknet. Nach der Zugabe von 
75 µL Trifluoressigsäure (TFA) wurden die Proben erneut getrocknet und dann mit 
50 – 250 µL 50 mM Ammoniumacetatpuffer versetzt und 20 µL dieser Lösung über 
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eine C18 Pyramidsäule (Macherey & Nagel) aufgetrennt. Die Absorption wurde bei 
254 nm vermessen. 
Es wurde ein Gradient mit Ammoniumacetat 50 mM (A) und Acetonitril (B) mit dem 
Programm aus Tabelle 37 verwendet. 
 
Tabelle 37: Gradientenprogramm (linear) für die HPLC Analyse von PITC-Aminosäuren. 
Zeit A [%] B [%] 
0 100 0
15 92,5 7,5
30 75 25
35 0 100
40 100 0
45 100 0
 
Zu jeder Probe wurden während der Hydrolyse die jeweiligen Blindwerte für das 
verwendete Enzym sowie das Substrat mitgeführt. Die Kalibrierung erfolgte mittels 
PITC-Aminosäurederivaten, die jeweils einzeln derivatisiert und vermessen wurden. 
 
 
4.10 Peptidsequenzierung 
Zur Sequenzierung wurden Proteinbanden aus nativer oder denaturierender SDS-
PAGE unter sterilen Bedingungen mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten, 
dreimal mit bidest. Wasser gewaschen und anschließend getrocknet. Nach 
tryptschem Verdau wurden die Proben für die Elektrospray-Massenspektrometrie 
(ESI-tandem MS2) vorbereitet. Für diese wurde ein Q Tof II-Massenspektrometer 
(Micromass) mit Nanospray-Ionenquelle und goldbeschichteten Kapillaren (Protona) 
verwendet. Zur kollisionsinduzierten Fragmentierung wurden mehrfach geladene 
Molekülionen vom Quadrupol-Analysator selektiv in die Kollisionszelle überführt. 
Mittels orthogonalem Flugzeit-(time of flight)-Analysator wurden die gebildeten 
Tochterionen getrennt und die aufgenommenen MS-MS-Spektren wurden nach 
Verstärkung zur Sequenzbestimmung der tryptischen Peptide verwendet. Die 
Sequenzabgleiche erfolgten mit dem Protein Basic Local Alignment Search Tool [54]. 
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4.11 Allgemeine Geräte 
Tabelle 38: Allgemeine Geräte 
Gerät Typ Hersteller Ort 
Waage SI-234 Denver Instruments 
Denver, Colorado, 
USA 
Wasseraufbereiter GenPure UC-TOC/UF TKA Niederelbert 
Zentrifuge RT 7 plus Sorvall Waltham, Massachusetts, USA 
Magnetrührer MR 3001 Heidolph Instruments Schwabach 
Autoklav Varioklav 75S H+P Labortechnik Oberschleißheim 
pH-Meter UB-5 Denver Instruments 
Denver, Colorado, 
USA 
Vakuumzentrifuge Speedvac Thermo Waltham, Massachusetts, USA 
Ultraschallbad Sonorex AK 100 H Bandelin Berlin 
Sterilbank  Clean Air Minneapolis, Minnesota, USA 
Schüttler und 
Inkubationshaube Certomat R und HK Sartorius Göttingen 
 
 
4.12 Chemikalien für Proteinaufreinigung und Charakterisierung  
Tabelle 39: Chemikalien für die Proteinaufreinigung und Charakterisierung 
Chemikalie Qualität Hersteller Ort 
Acrylamid/Bisacrylamid Rotiphorese Gel 40 Carl Roth Karlsruhe 
Ammoniumacetat 98 % Riedel-de-Haen Seelze 
Ammoniumperoxodisulfat (APS)  > 98 % Carl Roth Karlsuhe 
Ammoniumsulfat 99,50 % Merck Darmstadt 
Angiotensin II human > 93 % Sigma-Aldrich 
St. Louis, Missouri, 
USA 
Antipain-Dihydrochlorid AppliChem Darmstadt 
Aprotinin aus Rinderlunge 80 % Fluka Buchs, Schweiz 
Azo-Casein Sigma-Aldrich 
St. Louis, Missouri, 
USA 
Borsäure puriss Fluka Buchs, Schweiz 
Bromphenolblau  
f.d. 
Elektroph
orese
Carl Roth Karlsruhe 
Casein 96 % Carl Roth Karlsruhe 
Chymostatin  0,3 U ml-1 AppliChem Darmstadt 
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Chemikalie Qualität Hersteller Ort 
Citronensäure-Monohydrat 99,5 Carl Roth Karlsruhe 
Coomassie Brillant Blue G 250  pure Serva Heidelberg 
Dc Protein Assay, Reagent A Bio-Rad 
Dc Protein Assay, Reagent B Bio-Rad BioRad München 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth Karlsruhe 
di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat > 99 % Carl Roth Karlsruhe 
Dithiothreitol (DTT) Carl Roth Karlsruhe 
Ethylendiamintetraessigsäure 
Dinatriumsalz (EDTA, Titriplex III) > 99 % Merck Darmstadt 
Formaldehyd 37 % (w/v)
Sigma-
Aldrich 
St. Louis, Missouri, 
USA 
Gelatine (aus Schweinehaut) Fluka Buchs, Schweiz 
Glycin Applichem Darmstadt 
Gly-Pro-paraNitroanilid Hydrochlorid Sigma-Aldrich 
St. Louis, Missouri, 
USA 
Haemoglobin Sigma-Aldrich 
St. Louis, Missouri, 
USA 
HEPES > 99 % Roth Karlsruhe 
Insulin Chain B Oxidized from bovine 
pancreas > 99 %
Sigma-
Aldrich 
St. Louis, Missouri, 
USA 
L-Alanin 99,50% Fluka Buchs, Schweiz 
L-Arginin > 99 % Fluka Buchs, Schweiz 
L-Asparagin monohydrat Merck Darmstadt 
L-Asparaginsäure > 99 % Sigma-Aldrich 
St. Louis, Missouri, 
USA 
L-Cystein > 99,5 % Fluka Buchs, Schweiz 
L-Glutamin > 99,5 % Sigma-Aldrich 
St. Louis, Missouri, 
USA 
L-Glutaminsäure Mononatriumsalz 
Monohydrat > 98 % Fluka Buchs, Schweiz 
L-Histidin > 99 % Carl Roth Karlsruhe 
L-Isoleucin > 99 % Carl Roth Karlsruhe 
L-Leucin > 99 % Fluka Buchs, Schweiz 
L-Leucine-p-Nitroanilid Sigma-Aldrich 
St. Louis, Missouri, 
USA 
L-Lysin > 99 % Fluka Buchs, Schweiz 
L-Methionin > 99 % Fluka Buchs, Schweiz 
L-Phenylalanin 
Sigma-
Aldrich 
Aldrich 
St. Louis, Missouri, 
USA 
L-Prolin > 99 % Fluka Buchs, Schweiz 
L-Serin Carl Roth Karlsruhe 
L-Threonin > 99 % Merck Darmstadt 
L-Tryptophan > 99 % Carl Roth Karlsruhe 
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Chemikalie Qualität Hersteller Ort 
L-Tyrosin > 99,5 % Sigma-Aldrich 
St. Louis, Missouri, 
USA 
L-Valin > 99 % Fluka Buchs, Schweiz 
MES (2-(N-Morpholino) 
ethansulfonsäure) Carl Roth Karlsruhe 
Natriumacetat > 99 % Merck Darmstadt 
Natriumdodecylsulfat (SDS) > 99 % Carl Roth Karlsruhe 
N,N,N',N'-Tetramethylendiamin 
(TEMED) 
f.d. 
Elektro-
phorese 
Carl Roth Karlsruhe 
Natriumdihydrogenphosphat p.a. Fluka Buchs, Schweiz 
N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-
paraNitroanilid (AAPF-pNA) 
Sigma-
Aldrich 
St. Louis, Missouri, 
USA 
N-Succinyl-Gly-Gly-Leu-
paraNitroanilid (GGL-pNA) 
Sigma-
Aldrich 
St. Louis, Missouri, 
USA 
Pepstatin A Applichem Darmstadt 
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF) Applichem Darmstadt 
Polyamid für die Chromatografie MP Biomedicals Solon, Ohio, USA 
Precision Plus Protein Standard 
(All Blue) BioRad München 
Protamin aus Lachs, Grade IV 
neg. 
Millon 
Test 
Sigma-
Aldrich 
St. Louis, Missouri, 
USA 
Pyridin p.a. Fluka Buchs, Schweiz 
Rinderserumalbumin Fraktion 5 
(BSA) > 96 %
Sigma-
Aldrich 
St. Louis, Missouri, 
USA 
Rotiphorese Gel 40 Carl Roth Karlsruhe 
Silbernitrat p.a. Carl Roth Karlsruhe 
Trichloressigsäure Carl Roth Karlsruhe 
2-Hydroxy 
1,1bis(hydroxymethyl)ethylglycin 
(Tricin) 
> 99 % Sigma-Aldrich 
St. Louis, Missouri, 
USA 
Trifluoressigsäure Sigma-Aldrich 
St. Louis, Missouri, 
USA 
Trishydroxylmethylaminomethan 
(Tris) > 99 % Carl Roth Karlsruhe 
Trimethylamin purum Fluka Buchs, Schweiz 
Tris Pufferan > 99 % Carl Roth Karlsruhe 
Triton X-100 Carl Roth Karlsruhe 
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4.13 Lösungsmittel 
Tabelle 40: Lösungsmittel 
Chemikalie Qualität Hersteller Ort 
Acetonitril HPLC Acros Geel, Belgium 
 
 
4.14 Chemikalien für Nährmedien 
Tabelle 41: Chemikalien für Nährmedien 
Chemikalie Qualität Hersteller Ort 
Agarose Standard Carl Roth Karlsruhe 
D-Glucose-Monohdrat für die Mikrobiologie Merck Darmstadt 
Eisen(III)chlorid-Hexahydrat reinst Riedel-deHaen Seelze 
Hefeextrakt für die Mikrobiologie Merck Darmstadt 
Kaliumdihydrogenphosphat p.a. Riedel-de-Haen Seelze 
Kupfer(II)sulfat-Pentahydrat 99 % Fluka Buchs, Schweiz 
L-Asparagin-Monohydrat für die Biochemie Merck Darmstadt 
Magnesiumsulfat rein Riedel-de-Haen Seelze 
Mangan(II)sulfat-Hydrat > 98 % Fluka Buchs, Schweiz 
Titriplex III (EDTA) > 99 % Merck Darmstadt 
Zink(II)sulfat-Heptahydrat > 99 % Fluka Buchs, Schweiz 
Vital Weizenkleber (Gluten) Roquette Frankreich 
pelletiertes Koji-Gluten Nestle, PTC Singen, Germany 
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4.15 Entsorgungshinweise 
Biologisches Material 
Pilzkulturen und Nährlösungen wurden vor der Entsorgung durch Autoklavieren 
(121 °C, 20 min) sterilisiert. Das sterilisierte Nährmedium und feste Bestandteile 
wurden als Laborabfall entsorgt. 
 
Lösungsmittel und Chemikalien 
Auf die Verwendung halogenierter Lösungsmittel wurde verzichtet. Nicht wieder 
verwendbare Lösungsmittelreste wurden getrennt nach folgenden Gruppen 
gesammelt: 
- nichthalogenierte wassermischbare Lösungsmittel 
- nichthalogenierte nicht wassermischbare Lösungsmittel 
 
Trichloressigsäurehaltige Abfälle wurden getrennt gesammelt. Verwendete 
Lösungsmittel wurden ebenso wie andere Sonderabfälle des Labors der zentralen 
Entsorgung der Leibniz Universität Hannover zugeführt. 
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5.2 P
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Abbildu
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ng 69: Zymografie zur Auswertung von FPLC 1.
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Tabelle 
Stufeng
FPLC 
Säulen
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Tabelle 
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5.3.2 G
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Tabelle 
FPLC 
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Tabelle 
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Tabelle 
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